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La glándula tiroidea a través de sus productos hormonales yodados, la tiroxina (T4)
y la triyodotíronina fF3), juega un importante papel morfogenético durante el desanollo
embriológico de los vertebrados, y durante toda la vida regula numerosos procesos
metabólicos. Algunos ejemplos de sus acciones morfogenéticas son sus efectos sobre la
diferenciación del sistema nervioso central, y el control de la metamorfosis en anfibios. Las
hormonas tiroideas (HT) regulan el consumo de oxígeno de la mayoría de las células del
organismo de los animales vertebrados y su presencia es necesaria en todos los tejidos para
el desarrollo de una fisiología normal debido a su intervención en el metabolismo de
proteínas, lípidos e hidratos de carbono.
1. DESCRIPCIÓN MORiFOFUNCIONAL DEL TIROIDES.
La glándula tiroidea fue descrita de manera casual por Galeno y más detalladamente
por Vesalius en 1543. El nombre de la glándula procede del griego y significa “escudo
oblongo’ debido a la localización de la glándula en humanos, ya que se sitúa en la laringe
adosada al cartílago tiroideo que tiene forma de escudo (véase Dent, 1986).
1.1. Origen evolutivo del tiroides.
Los protocordados, ancestros inmediatos de los vertebrados, poseen un canal ciliado
en el suelo de la faringe llamado endostio. El endostilo, además de células que secretan
sustancias mucosas a ]as que se adhieren las panículas alimenticias, posee otras células que
unen yodo. En este sentido, puede considerarse al endostilo y al tiroides como estructuras
claramente relacionadas (Dent, 1986).
Dentro de los protocordados, en los tunicados se han detectado residuos tirosilo
yodados, T4 (Barrington y Thorpe, 1965), monoyodotirosinas (MIT) y diyodotirosinas (DIT)
(Dunn, 1975). Por otra parte, los cefalocordados, el otro grupo importantede protocordados,
tanto adultos como larvas son capaces de sintetizar y liberar HT (Tong ce al., 1962;
Fredrickson et a/., 1984).
La conexión filogenética del tiroides entre los protocordados y los vertebrados se puso
de manifiesto cuando se descubrió que las larvas de lampreas, pertenecientes al grupo más
primitivo de vertebrados, los ciclóstomos, estaban provistas de un endostilo que durante la
metamorfosis se transformaba en la glándula tiroidea del adulto (Dent, 1986).
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La glándula tiroidea se caracteriza por su gran estabilidad evolutiva, manteniéndose
la estructura del folículo desde el momento de su aparición en los ciclóstomos más primitivos
y a lo largo de toda la línea evolutiva de los vertebrados.
1.2. Desarrollo ontogénico del tiroides de anfibios anuros.
Existen diversas tablas de desarrollo de anfibios anuros entre las que se han
establecido correspondencias (Tabla i) para comparar los estados en diferentes especies (Dodd
y Dodd, 1976; Burggren y Just, 1992). La ontogenia del tiroides se conoce con bastante
detalle en Xenopus laevis, por lo que nos basaremos fundamentalmente en los estados de
Nieuwkoop y Faber (NF, 1967) para la descripción de los cambios que acontecen durante
la misma.
El desarrollo o metamorfosis de anfibios anuros se divide clásicamente en tres
períodos: premetamorfosis, prometamorfosis y clímax (Etkin, 1968). Los estados incluidos
en cada una de estas fases varían dependiendo de los autores y las especies referidas,
nosotros utilizaremos la terminología adoptada por Dodd y Dodd (1976) según la cual los
estados embrionarios (1-45 NF) serían previos a la premetamorfosis (46-54 NF), durante
la que se produce un considerable crecimiento de las larvas y un desarrollo inicial y limitado
de las extremidades posteriores, considerado generalmente independiente de la función
tiroidea. El desarrollo posterior es dependiente del tiroides. La prometamorfosis (55-57 NF)
se caracteriza por el rápido crecimiento de las extremidades posteriores. Finalmente, el
clímax (58-66 NF) es la fase más corta, durante la que se producen los dramáticos cambios
morfológicos y bioquímicos asociados a la metamorfosis (Dodd y Dodd, 1976).
En los vertebrados, en general, el primordio tiroideo hace su aparición durante la
diferenciación temprana de la faringe. En los anfibios (Ilustr. 1) surge a nivel de la primera
bolsa visceral, como una protusión caudal del suelo buco-faringeo en forma de dedo (33-34
NF). Posteriormente crece por debajo de la piel ventral como una fina cadena de células (35-
36 NF). La porción más caudal se engrosa (37-38 NF) y se bifurca en dos lóbulos (el
primordio tiroideo propiamente dicho) cerca del punto de ramificación del tronco arterioso
(39 NF). El resto del primordio original conecta el primordio tiroideo con el epitelio del
suelo buco-faringeo en forma de una cadena sólida de células, el tracto tirogloso.
El primordio tiroideo forma dos cadenas longitudinales a lo largo de las ramas del
tronco y pierde la conexión con el tracto tirogloso medio (40 NF). En cada cadena
longitudinal de células aparece un engrosamiento en forma de nódulo que será el primordio
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Tabla i. Comparación de los estados de desarrollo de lanas de anuros según las tablas
normalizadas de Xenopus laevis (Nieuwkoop y Faber, 1967; NF), R. pipiens (Taylor y
Kollros, 1946; TIC) y anuros en general (Gosner, 1960; G). La terminología utilizada para
la división de la metamorfosis en las distintas fases es la adoptada por Dodd y Dodd (1976).
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llustr. 1. Corte sagital de una néurula de Rana mostrando el esbozo del tiroides (tomado de
Freeman y Bracegirdle, 1967).
de la glándula tiroidea definitiva, la zona proximal del tracto tirogloso desaparece (41 NF)
y el resto desaparece cuando el primordio se sitúa a ambos lados de la cresta hioidea (43
NF). En los siguientes estados aumenta el engrosamiento y en el estado 48 NF las cadenas
celulares se han transformado en lóbulos difusos (4-6) que posteriormente empiezan a formar
folículos (48-49 NF), no obstante, el epitelio folicular que rodea el primer coloide formado
está todavía incompleto.
Los primeros folículos completos aparecen en el estado 51 NF, en el que cada
glándula contiene aproximadamente trece folículos. Aparecen las vacuolas de reabsorción que
serán numerosas en e] estado 52 NF. En este período las masas coloidales aumentan de
tamaño. A continuación, el número de folículos se incrementa hasta unos veinte (53 NF), el
tejido conjuntivo interfolicular aumenta y la glándula se rodea de una cápsula bien definida
(54 NF). Por último, el epitelio plano original cambia hacia un epitelio de tipo cúbico y llega
a ser columnar (56 NF).
A lo largo de la metamorfosis de anuros se produce un aumento en la cantidad de
retículo endoplásmico rugoso (RER) y del aparato de Golgi en las células foliculares de la
glándula tiroidea, presumiblemente asociado a la síntesis y secreción de hormonas tiroideas
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En cuanto a la producción de HT durante la ontogenia, salvo pequeñas diferencias,
en general está aceptado que en R. catesbelana la 14 plasmática es muy baja o no detectable
durante la premetamorfosis y se eleva durante la prometamorfosis para alcanzar un máximo
en el clímax. Los primeros trabajos, basados en la adición de hormonas exogenas y
valoración de yodo unido a proteínas (Etkin, 1968; Just, 1972), sugerían que este aumento
se producía abruptamente al inicio del clímax (XIX-XXI TK; Taylor y Kollros, 1946; véase
Tabla i). Estudios posteriores que aplicaban técnicas más sensibles (radioinmunoensayo,
RIA), indican que el máximo se alcanza en el estado XXIII TK, es decir hacia la última
mitad del clímax (Miyauchi et al., 1977; Regard et al., 1978; Mondou y Kaltenbach, 1979;
Suzuki y Suzuki, 1981).
En otras especies de ránidos (Rano esculenta: Schultheiss, 1980; Rano clamúans:
Weil, 1986) se han observado resultados similares, aunque en R. clwnitans los niveles de 14
plasmática fueron moderadamente altos al inicio de la prometamorfosis (X-XIII TK), en
contraste con los anteriores trabajos, y descendían en los estados XIV-XV 1K para alcanzar
el máximo en el estado XXIII 1K (Weil, 1986). En cuanto a la 13 plasmática, el patrón es
similar al de 14 en R. catesbeiana (Regard a al., 1978) y R. esculenta (Schultheiss, 1980).
En Xenopus, los niveles de T4 aumentan gradualmente desde los últimos estados de
la premetamorfosis alcanzando valores máximos en la mitad del clímax, mientras que el
aumento en T3 está ligeramente retrasado con respecto al de T4 (Leloup y Buscaglia, 1977;
Buscaglia y Leloup, 1980). Se han descrito los cambios en la concentración de Hl a lo largo
de la metamorfosis de Bufo japonicus (Niinuma et al., 1991), encontrándose un patrón
similar al descrito anteriormente. Así, durante la premetamorfosis los niveles de T~ y T4 son
inferiores al límite de detección del ensayo. Niveles detectables de 14 aparecen en
prometamorfosis temprana, mientras que la 13 aparece un poco más tarde, hacia la mitad de
la prometamorfosis. Por último, la máxima concentración de T4 y 13 se observa al principio
y hacia la mitad del clímax, respectivamente. Recientemente, también se ha estudiado la
evolución de los cambios en la concentración y el contenido total de HT en Bufo marinus
(Weber er al, 1994), detectándose la presencia de HT en estados embrionarios.
Los resultados obtenidos en anfibios urodelos (Ambystoma tigrinum: Larras-Regard
a al., 1981; Eurycea bislineata: Alberch et al., 1986) concuerdan con lo descrito
anteriormente para anuros. En este sentido, la concentración de HT empieza a aumentar en
la prometamorfosis y se eleva rápidamente durante el clímax. En premetamorfosis y adultos,
los niveles de HT fueron indetectables. El ajolote (Ambystoina mexicanwn) es un urodelo
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neoténico que raramente experimenta metamorfosis espontánea, aunque puede ser inducida
mediante la administración de HT. En el ajolote se han descrito niveles de T4 en plasma muy
bajos (Darras y Kúhn, 1983, 1984). Otros autores, sin embargo encontraron niveles altos
durante el período de desarrollo de las extremidades posteriores (Rosenkilde e¡ al., 1982).
Recientemente, se han obtenido datos que confirman la relación causal entre los bajos niveles
de ‘1’4 y la neotenia (Galton, 1992), sugiriendo que las diferencias observadas en los estudios
previamente publicados son consecuencia de las distintas metodologías aplicadas en la
valoración de T4.
1.3. Anatomía del tiroides.
1.3.1. MACROANATOMÍAL
.
La glándula tiroidea de los anfibios anuros está constituida por dos lóbulos aplastados
de forma triangular completamente separados (llustr. 2). Cada lóbulo se encuentra rodeado
por una fina cápsula de tejido conjuntivo translúcido y están localizados en ambos extremos
del músculo esternohioideo, siendo otras estructuras limítrofes el cuerpo carotideo y el nervio
hipobranquial (Suzuki, 1992). En anuros las glándulas normalmente están estrechamente
asociadas al cartflago hioideo (véase Ilustr 2), cerca de la tráquea, estando a menudo
firmemente unidas al cartílago por tejido conjuntivo (Gorbman, 1964).
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De forma similar a lo que ocurre en mamíferos, el aporte vascular del tiroides deriva
de una rama de la arteria carótida externa que constituye la arteria tiroidea. La glándula está
atravesada por una rica red capilar. El drenaje venoso se realiza a través de la vena tiroidea
que desemboca en la vena yugular externa (Duelíman y Trueb, 1986). Existe una estrecha
relación entre el tiroides y el sistema linfático (LiVolsi, 1992).
Cada glándula está inervada por el hipogloso (par craneal XII) (Duelíman y Trueb,
1986) y se cree que la secreción tiroidea está bajo la influencia, tanto de señales neurales




La estructura microscópica del tiroides de anfibios, tanto adultos como larvas, es
indistinguible de la de otros vertebrados (Gorbman, 1964; Dodd y Dodd, 1976). Consta de
numerosos folículos, de forma normalmente ovoide o esférica, que representan la unidad
funcional básica de la glándula tiroidea, y están constituidos por un epitelio monoestratificado
de células basófilas o células foliculares que definen un espacio interno o lumen en el que
se acumula un fluido viscoso que recibe e] nombre de coloide (Ilustr. 3). Cada folículo está
cubierto de un fino tejido conjuntivo laxo y rodeado de una red de capilares sanguíneos
(Suzuki, 1992). Las células foliculares presentan una polaridad definida con el ápice dirigido
hacia el lumen y la base orientada hacia el exterior del folículo y delimitada por la membrana
basal que se encuentra en contacto con los capilares sanguíneos fenestrados (LiVolsi, 1992).
células
epiteliales
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En los mamíferos el coloide tiene un aspecto claro y homogéneo, a excepción de la
presencia de algunos restos celulares y algún macrófago (Dent, 1986) y está compuesto
mayoritariamente por la tiroglobulina (Tg), yodoglucoproteína a partir de la cual se
sintetizan las hormonas tiroideas (Cody, 1984). También se ha observado la presencia de
otras proteínas, eritrocitos (Zeligs y Wollman, 1977) y cristales de oxalato cálcico (Richter
y McCarty, 1954).
El carácter del coloide, la altura del epitelio y el diámetro de los vasos sanguíneos
presentan variaciones dependiendo del estado funcional de la glándula, aunque el aspecto
histológico del tiroides no siempre refleja el estado de actividad biosintética del mismo
(Dickhoff y Darling, 1983). En este sentido, la altura del epitelio muestra pronunciados
cambios a lo largo de la metamorfosis de los anfibios que, sin embargo, no está
necesariamente asociado a un aumento en la biosíntesis de hormonas (Dodd y Dodd, 1976).
Generalmente, en la fase activa el epitelio folicular es más alto adquiriendo forma columnar
y el lumen se ve reducido. En la zona del coloide adyacente al epitelio aparece un gran
número de pequeñas vacuolas o lagunas de reabsorción, siendo frecuente la aparición de
gotas de coloide en el citoplasma epitelial (Dent, 1986). Algunos folículos están generalmente
fuera de fase con respecto al estado de estimulación de la mayoría de los folículos de una
glándula concreta debido al origen policlonal de las células foliculares.
1.3.3. ULTRAESTRUCTURA
La mayor parte de los estudios se han realizado en tiroides de mamíferos, si bien los
escasos estudios realizados en otros vertebrados han revelado una gran similitud desde el
punto de vista estructural y bioquímico (Dodd y Dodd, 1976; Dent, 1986; George y John,
1990), con la excepción de las células parafoliculares o células C productoras de calcitonina
que sólo aparecen en el espacio interfolicular en mamíferos, mientras que en el resto de los
vertebrados tienen otras localizaciones independientes del tejido tiroideo, como el órgano
ultimobranquial.
Los núcleos de las células foliculares se sitúan centralmente y la porción apical de
estas células aparece tapizada de microvellosidades que se proyectan hacia el lumen del
folículo. También se observan de uno a cuatro cilios que se proyectan a partir de la porción
media de cada célula folicular. Dentro del citoplasma celular se encuentran abundantes
liposomas y pequeñas mitocondrias redondeadas y alargadas estrechamente asociadas al RER.
Cerca del lumen se observan desmosomas y uniones terminales bien desarrolladas entre las
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células. En el espacio intersticial se encuentran capilares fenestrados y fibras de coLágeno
(LiVolsi, 1992).
El RER ocupa la mayor parte de las regiones basal y paranuclear y se encuentra
asociado al aparato de Golgi que a su vez se relaciona con vesículas exocitócicas (Ekholm,
1990). Los cambios en tamaño y volumen de las células foliculares observados a lo largo de
la prometamorfosis y el clímax parecen estar fundamentalmente en función de la cantidad de
RER (Dodd y Dodó, 1976). Ocasionalmente se observan microtúbulos y microfilamentos en
el citoplasma de los pseudópodos que se observan en el extremo apical de las células y que
parecen estar implicados en la captación del coloide (Gabrion el al., 1980). Por último,
también se encuentran abundantes lisosomas que se fusionan con las gotas de coloide para
hidrolizar Ja Tg (Herzog, 1984).
En cuanto a las enzimología ultraestructural, se ha identificado la presencia de
diversas enzimas en las células foliculares del tiroides de larvas de anfibios, entre las que
destacan la fosfatasa ácida, fosfatasa alcalina y peroxidasa (véase Dodd y Dodd, 1976).
2. LAS HORMONAS TIROIDEAS EN LOS VERTEBRADOS.
La estructura básica de las HT es la de dos anillos bencénicos unidos por un puente
de oxígeno, uno de los cuales tiene una cadena de alanina y otro un grupo fenilo, ambos en
posición para respecto a dicho puente (Ilustr. 4). Esta estructura es la del aminoácido
aromático tironina. Las diferentes posiciones de los carbonos del anillo interno (el alanínico
o anillo a), se numeran del 1 al 6 empezando por el carbono de unión a la alanina. Los
carbonos del anillo fenólico (anillo II), se numeran del 1’ al 6’, empezando por el del puente
HO CH, — CH — COOH 3,5.3.6 letrayodotiron¡na (liroxína. Y4)
NH,
HO O CH, — CH — COOH 3.5t5 liiyodotiroflifla <Y)
NH,
Ilustr. 4. Química y nomenclatura de las hormonas tiroideas (modificado de Escobar et aL,
1992).





de oxígeno. Debido a constricciones espaciales los átomos de yodo sólo se encuentran en las
posiciones 3, 5, 3’ y 5’, en número máximo de cuatro, siendo las formas naturales de la T3
y la ‘I’4 las formas levógiras (Escobar eraL, 1992).
2.1. Síntesis y secreción de hormonas tiroideas.
La síntesis de HT (Ilustr. 5) se puede dividir en varias etapas: 1) captación de yoduro
(19 del torrente sanguíneo, 2) oxidación del yoduro a yodo activo (12), 3) síntesis y transpone
de Tg al Lumen folicular, 4) yodación de la Tg, 5> acoplamiento de yodotirosinas, 6)
captación del coloide por las células foliculares, 7) procesamiento e hidrólisis de Tg y por
último 8> liberación y secreción de 1-IT. Con el propósito de hacer más ágil la exposición,












Ilustr. 5. Esquema del proceso de síntesis, liberación y secreción de las hormonas tiroideas
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2.1.1. CAPTACIóN Y OXIDACIÓN DEL YODURO
.
La funcionalidad de la glándula tiroidea depende de la disponibilidad de yodo, que
en el caso de los animales terrestres, incluidos los anfibios, puede ser difícil de obtener en
cantidades adecuadas, ya que la dieta (agua y alimentos) constituye la única fuente natural
de este oligoelemento. Los mecanismos de captación de yodo a partir del ambiente, se
desarrollaron pronto en los organismos animales, dada Ja relativa abundancia de este
elemento en el medio marino que ocupaban las primeras especies. Por todo ello, la glándula
tiroidea ha desarrollado la capacidad, no sólo de secuestrar, sino también de concentrar yodo.
Otras células del mismo origen embrionario que las células foliculares tiroideas también son
capaces de concentrar yodo en forma de yoduro.
En los anfibios, la captación y acumulación de yoduro comienza al inicio de la
foliculogénesis y parece que estos procesos son propiedades básicas de las células tiroideas
independientes de la tirotropina u hormona estimulante del tiroides (TSH). También se
produce una acumulación de yoduro en el intestino, que podría pasar a disponibilidad de la
glándula durante el clímax, momento en que la captación de yodo disminuye, y ser
importante en ambientes pobres en yodo (Dodd y Dodd, 1976).
La concentración de yoduro en la glándula tiroidea es muy elevada (de 25 a 500 veces
el nivel circulante). Obviamente tales niveles no se consiguen por difusión pasiva, sino que
en la membrana plasmática basal existe una poderosa bomba que transporta yoduro en contra
de gradiente (Chow a al., 1982) y que, por tanto, requiere energía.
La oxidación del yoduro se lleva a cabo en presencia de peróxido de hidrógeno
(receptor de electrones) y está catalizada por una peroxidasa que parece ser la misma que
cataliza la yodación de Tg y el acoplamiento de yodotirosinas para formar las HT (Taurog,
1979; Nuñez, 1980).
2.1.2. SÍNTESIS Y TRANSPORTE DE TIROGLOBULINA
La Tg es una glucoproteina homodimérica de 660.000 daltons. Su síntesis comienza
en el núcleo, donde el ARNm precursor se transcribe y sufre poliadenilación, y
probablemente encapuchamiento o “capping”, antes de ser procesado y transportado al
citoplasma (Van Herle et al., 1979). El centro molecular de la Tg se forma en los polisomas
del RER y pasa al interior de sus cisternas donde comienza la glucosilación. Posteriormente,
se sintetizan cadenas de carbohidratos que se transfieren al centro molecular, añadiéndose,
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por último, ácido siálico y otros residuos de carbohidratos a la molécula (Spiro y Spiro,
1985>. La glucosilación se completará en el aparato de Golgi.
En el citoplasma apical de las células foliculares se encuentran una gran variedad de
vesículas, algunas de las cuales contienen únicamente Tg <Ericson, 1981), mientras que otras
son vesículas exocitócicas que transportan la Tg recién sintetizada junto a la peroxidasa hacia
el lumen folicular, estando implicados los microtúbulos de los pseudópodos (Ericson, 1980).
Parece que la síntesis de Tg se inicia al final del período embrionario en X. laevis y
B. japonicus (Hanaoka et al., 1973).
2.1.3. VODACIÓN DE TIROGLOETJLINA Y ACOPLAMIENTO DE VODOTIROSINAS
.
La Tg es el sustrato de la peroxidasa, normalmente denominada peroxidasa tiroidea
o TPO, que es una hemoproteina de membrana con un peso molecular de 93.000 daltons.
La TPO, como hemos citado anteriormente, cataliza dos pasos de la biosíntesis de Hl (véase
Ilustr. 5): la yodación de los residuos tirosilo en la Tg, dando lugar a la formación de MIT
y DII y el acoplamiento posterior, bien de dos DIT para formar T4 (3,3’ ,5,5’-
tetrayodotironina), que es el principal producto hormonal del tiroides, o de una MIT y una
DII para dar origen a la triyodotironina (3,3’,5-triyodotironina, 13) y a la 13 reversa
(3,3’,5’-triyodotironina, rl3), cuantitativamente menos importantes. Por último, también se
forma una cantidad mínima de diyodotironina (3,3’-diyodotironina, T2) (Visser, 1988).
Para explicar la actividad catalítica yoduro-dependiente de la TPO, se ha propuesto
un mecanismo de yodación de la tirosina (Tyr) que implicaría la formación de un
intermediario activo que sería un complejo enzima-hipoyoduro (véase Cody, 1984). Se ha
demostrado que la estructura tridimensional de la Tg desempeña un papel esencial en la
síntesis de Hl. Sólo algunos residuos tirosilo específicos son reconocidos por la TPO y, por
tanto, generadores de Hl (Mercken a al., 1985). En it. catesbelana, cuya Tg es muy
parecida a la bovina, se ha identificado a la Tyr’
30 como un sitio generador de Hl (Hayashi
a al., 1991), como ocurre en la Tg humana (Marriq a al., 1991). Por otra parte, la TPO
es también una glucoproteina, y se ha observado que la desgiucosilación de esta enzima
induce una modificación de la estructura terciaria que afecta al centro activo y como
consecuencia, inhibe la actividad enzimática (Long a al., 1991; Giraud et al., 1992).
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2.1.4. CAPTACIÓN DE COLOIDE Y LIBERACIÓN Y SECRECIÓN DE HORMONAS
TIROIDEAS
.
El coloide conteniendo la Tg es captado del lumen folicular mediante dos procesos
denominados macro- y micropinocitosis (Ericson, 1981). La inacropinonitosis conduce a la
formación de grandes vesículas de reabsorción denominadas gotas de coloide, mientras que
la micropinocitosis pone en juego pequeñas vesículas recubiertas (véase Ilustr. 5).
El proceso de macropinocitosis es muy parecido al de la fagocitosis y se caracteriza
por la formación de pseudópodos que se extienden hacia el lumen e intemalizan una fracción
del coloide cuando se retraen. Este mecanismo se producida fundamentalmente para captar
grandes cantidades de Tg en situaciones de emergencia metabólica. Por el contrario, la
micropinocitosis o endocitosis, a través de la formación de vesículas recubiertas o de clatrina
(Bernier-Valentin a al., 1990), sería responsable de la internalización de Tg para asegurar
la producción hormonal de la glándula tiroidea en estado de equilibrio o en respuesta a
variaciones fisiológicas de TSH (Rousset, 1991). Este proceso además podría ser selectivo
(Rousset y Mornex, 1991), de modo que las moléculas de Tg más yodadas o maduras serían
internalizadas preferentemente.
Está admitido que la Tg internalizada en forma de gotas de coloide permanece en las
vacuolas para ser hidrolizada. Las enzimas hidrolíticas son aportadas por los lisosomas que
se fusionan con las gotas de coloide dando lugar a los fagolisosomas o lisosomas secundarios.
En cuanto a la Tg captada por endocitosis, es detectada primero en los endosomas tempranos
y posteriormente en Los endosomas tardíos o prelisosomas (Kostrouch et al., 1991).
La liberación de T4 y T3 parece requerir la acción concertada de diferentes endo- y
exopeptidasas (Dunn y Dunn, 1988); de forma que la Tg, probablemente en los prelisosomas,
estada sometida a reacciones selectivas de procesamiento, estando esta selectividad
determinada por la estructura de la Tg (Rousset, 1991).
Finalmente, las HT liberadas pasarían, presumiblemente por difusión, al citoplasma
y a través de la membrana basal folicular al torrente circulatorio. También se secreta una
cierta cantidad de Tg (Dent, 1986; Verschueren a al., 1991; Tegler et al., 1993).
Recientemente, se han descrito los niveles circulantes de Tg en larvas e individuos adultos
de R. catesbelana, encontrándose que estos niveles evolucionan de forma paralela a lo
observado para los niveles circulantes de HT a lo largo de la metamorfosis (Suzuki y
Fujikura, 1994). Estos autores sugieren que esta Tg, como ha sido postulado previamente en
mamíferos, podría ser Tg recién sintetizada (baja glucosilación y baja yodación) que es
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directamente secretada al torrente circulatorio sin pasar al lumen folicular. La secreción de
Tg sería una función preferente en el tiroides de R. catesbetana, puesto que en el estado XX
TK se encuentran altos niveles de Tg circulante (Suzuki y Fujikura, 1994) junto con bajos
niveles de HT plasmáticas (Suzuki y Suzuki, 1981). Por otra parte, parece ser que la
secreción de Tg podría tener lugar a través de mecanismos de exocitosis (Van Herle, 1985),
lo que sugiere que las propias HT podrían secretarse de la misma forma.
2.2. Transporte de yodotironinas a los tejidos.
Recientemente se ha reconocido la posibilidad de que las proteínas plasmáticas
transportadoras de yodotironinas desempeñen un papel importante en la captación celular de
HT (Henneman y Docter, 1990), habiéndose descrito, en contra de lo que se creía, efectos
de la 14 dependiente de la concentración total, y no de la fracción libre plasmática, de esta
hormona (Kvetny y Matzen, 1990).
Las tres principales proteínas que transportan T4 y T3 en humanos son la globulina
transportadora de T4 (TBG), la prealbúmina transportadora de T4 o transtiretina (TBPA) y
la albúmina, que difieren en concentración y afinidad por las hormonas (Robbins y Edelhoch,
1986).
Datos recientes sugieren que la transtiretina, presente también en aves, es una de las
proteínas plasmáticas más conservadas en la evolución y que podría desempeñar un papel
fundamental en el transporte de HT de la sangre al cerebro (Duan a al., 1991).
En peces se ha demostrado que, al igual que ocurre en mamíferos, una proporción
muy pequeña de T4 y T3 circulan libres en el plasma, y además parece que la T3 se une con
más fuerza que la T4 a estas proteínas (BaJes, 1985; Eales y Shostak, 1985). Larsson y
colaboradores (1985) concluyeron que en plasma de salmón no existe TBG pero sí aparece
un analogo de la TBPA humana. Por otra parte, recientemente se ha demostrado que las
principales proteínas transportadoras de HT en plasma de trucha son las lipoproteinas,
fundamentalmente las de alta densidad independientemente del estado nutricional, mientras
que la unión a lipoproteinas de muy baja densidad es dependiente de su concentración y, por
tanto, del estado nutricional. Se observó también que T3 y T4 se unen a la vitelogenina que
es una proteína de muy alta densidad que podría transferir las HT al vitelo de los ovocitos
(Babin. 1992).
También se ha descrito la existencia de proteínas transportadoras de HT en otros
vertebrados poiquilotermos. En reptiles, se ha encontrado que la proteína(s) transportadoras
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de HT están presentes en baja concentración en el plasma de Pseudemys scripra, con lo que
los niveles totales de 14 en plasma son superiores a los típicamente encontrados en mamíferos
y la tortuga podría poseer una proteína transportadora (TBP) única que sería funcionalmente
análoga a la TBG (Licht a al., 1990a). Una proteína similar fue posteriormente identificada
en otro género de la misma familia de tortugas, pero no aparecía en otras familias de
quelonios (Licht a al., 199 la). Licht y Pavgi (1992) han purificado y caracterizado una
proteína transportadora de 14 de alta afinidad y baja capacidad que no es albúmina ni
prealbúmina en el plasma de otra tortuga, Trachemys scripra. En principio, parecía que esta
proteína era similar a la IBO de mamíferos, aunque la capacidad de unión de T4 era mayor,
quizás debido a que la concentración de albúmina es menor y no posee TBPA (Glennemeier
y Licht, 1993). Sin embargo, parece ser que esta proteína en realidad es muy similar a la
proteína transportadora de vitamina D (DBP) de mamíferos, y que en esta familia de
quelonios transporta tanto 14 como vitamina D (Licht, 1994a), siendo, de hecho, la principal
transportadora de este último compuesto. Posteriormente, se ha observado que, a pesar de
que otros reptiles, así como anfibios, aves y mamíferos presentan una actividad DBP, sólo
algunos reptiles y aves presentaron reacciones cruzadas con la proteína TBP/DBP de T.
scripta (Licht, 1994b).
En anfibios, se ha observado la existencia de proteínas transportadoras de Hl en el
piasma de R. catesbelana (Miyauchi e! al., 1977; Galton, 1980b; Yamauchi et aL, 1993).
Dos proteínas diferentes se han encontrado a lo largo de la metamorfosis de R. catesbelana,
una que aparece en los estados previos al clímax y otra que aparece en las últimas fases del
clímax y está presente también en el adulto. Parece ser que esta proteína es similar a la
prealbúmina de mamíferos, sin embargo su afinidad es mucho mayor para 13 que para T4,
pudiendo desempeñar un papel importante en el transpone de 13 en sangre durante la
metamorfosis (Yamauchi a al., 1993). También se ha demostrado la existencia de una
proteína parecida a la IRPA, pero no de TBG, en el suero de Bufo regularis (Larsson et al.,
1985). Por el contrario, otros estudios realizados en Bufo marinus indican que esta proteína
tipo IRPA se produce fundamentalmente en el plexo coroideo y presenta niveles circulantes
muy bajos, sugiriendo que su papel en el transporte de 14 en sangre no sería muy importante
(Harms er aL, 1991).
Teniendo en cuenta el carácter hidrofóbico de las yodotironinas generalmente se
asume que penetran en los tejidos por simple difusión. Sin embargo, cada vez hay más
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evidencias que apuntan a la existencia de un proceso activo mediado por sistemas
transportadores específicos localizados en la membrana plasmática de las células (ver Visser,
1988; Docter y Krenning, 1990). Otros estudios sugieren que el transpone de Hl a través
de la membrana es Na~- y ATP-dependiente. Por otra parte, se ha observado en varios
tejidos que la captación de T3 parece ser Na~-independiente, lo que indicaría la existencia
de un transporte mediado más que activo (Zhou e: al., 1992>. En adultos de R. ca:esbeiana
se ha descrito la entrada de T3 en los eritrocitos mediante la unión inicial a receptores
específicos de la membrana plasmática y a través de un mecanismo de endocitosis mediada
por receptor, habiéndose identificado dos tipos de sitios de unión para 13, uno de alta
afinidad-baja capacidad y otro de baja afinidad-alta capacidad (Yamauchi er al., 1989). La
13 es un inhibidor competitivo del transporte de 14 y viceversa, luego parece lógico pensar
que el sistema transportador sea diferente para las dos hormonas. Por último, parece que
existe un mecanismo de cotransporte de 13 y aminoácidos aromáticos por el que la 13 sería
bombeada en contra de gradiente sin gasto de ATP (Zhou e: al., 1992).
2.3. Metabolismo de hormonas tiroideas.
Está aceptado que la actividad de las Hl está determinada predominantemente por la
concentración intracelular de 13 libre en los tejidos. De modo que, la biodisponibilidad de
13 depende de varios factores: a) la secreción tiroidea de 13 y 14, b) la conversión
extratiroidea de 14 a 13, e) la degradación metabólica de 13 y d) el intercambio de 14 y 13
entre el plasma y los tejidos.
Las Hl están sometidas a cuatro tipos de reacciones metabólicas (Ilustr. 6): 1)
desyodación, que es la ruta más importante, no sólo cuantitativamente sino también por ser
capaz tanto de activar como de desactivar la hormona, 2) conjugación del grupo hidroxilo
fenólico con un doble propósito: la sulfatación facilita la posterior desyodación, sobre todo
de 13, en el hígado y la glucuronización es el primer paso en el ciclo enterohepático de 14
y T3~ 3) estos últimos compuestos se metabolizan también por desaminación oxidativa de la
cadena lateral de alanina dando lugar a los correspondientes ácidos yodotiroacéticos, 4)
finalmente, las yodotironinas pueden ser degradadas por ruptura del enlace éter (Visser,
1988).
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Ilustr. 6. Principales vías de metabolización de la tiroxina (Escobar e: al., 1992).
2.3.1. DESYODACIÓN
.
En los homeotermos, la mayor parte de T3 y rl3 circulantes proceden de la conversión
periférica de T4 (Kúhn el al., 1984a; Schoenmakers e: al., 1992), aunque la contribución
tiroidea de 13 también puede ser importante en los cambios plasmáticos observados (Peeters
e: al., 1992). En los animales poiquilotermos, la situación parece ser similar (Eales, 1990).
Concretamente, en los anfibios anuros, se ha observado que Ja proporción 1311’4 tiroidea es
mucho menor que la observada en plasma indicando que prácticamente toda la 13 circulante
procede de monodesyodación periférica (Leloup eral., 1981; Kúhn eral., 1983; Kúhn e: al.,
1985).
La 13 se forma por monodesyodación del anillo fenólico de 3’4, este proceso se conoce
con el nombre de 5’-desyodación (5’D) o desyodación del anillo externo. La (¡3 se genera
por monodesyodación del anillo tirosilo de la T4, también denominada 5-desyodación (SD)
o desyodación del anillo interno (Ilustr. 7). Otro metabolito producido en la desyodac¡ón de
hormonas tiroideas es la 12, que se puede formar por 5D de 13, siendo ésta una de las
múltiples rutas metabólicas de 13, o por 5’D de rl3, que constituye el principal mecanismo
de degradación de la misma.
Las desyodaciones 5’D y 5D son procesos diferentes, tanto química como
fisiológicamente. Los átomos de yodo del anillo externo son fácilmente separados por
reacciones de sustitución electrofílica, debido a la proximidad del grupo hidroxilo,
contrastando con los enlaces estables de los átomos de yodo del anillo interno. Con relación
a las implicaciones biológicas, la 5’D se considera como un paso de activación, ya que
transforma la 14 en T3, que es la hormona clásicamente considerada activa, mientras que la
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Ilustr. 7. Cascada de desyodación de la tiroxina hasta la formación de tironina exenta de
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yodo (tomado de Escobar eraL, 1992). I’D=5’D; ID=5D.
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5D es una reacción catabólica que, no sólo inactiva la T3~ si no que además evita su
formación a partir de 14.
En mamíferos, se reconoce la existencia de al menos tres enzimas desyodasas
diferentes, denominadas desyodasa de tipo 1,11 y III (Berry y Larsen, 1992), que tienen en
común su localización en las membranas tisulares y que son estimuladas por compuestos
sulfidrilo (SH), especialmente los ditioles (Leonard y Visser, 1986). Sin embargo, existen
importantes diferencias (Tabla u) entre las especificidades y mecanismos catalíticos de estas
enzimas, así como en la distribución en los tejidos, la sensibilidad a inhibidores como el
propiltiouracilo (PTU) y la regulación ejercida por las Hl (Safran y Leonard, 1991; Safran
eral., 1991).
Tabla ji. Principales características difrenciadoras de las tres desyodasas de mamíferos
(tomado de Escobar e: al., 1992).
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En los poiquilotermos, las propiedades y localización tisular de la actividad desyodasa
varía según las especies, observándose en la fracción microsomal de diversos tejidos (Bales,
1990).
En algunos teleósteos, más del 65% de la T4 circulante puede convertirse en T3
(anguila: De Luze y Leloup, 1984; salmónidos: Bales, 1985), y, al menos en las condiciones
fisiológicas estudiadas hasta el momento, parece ser que la ruta principal de desyodación de
14 implica una actividad 5’D, presente principalmente en hígado, para dar lugar a la
formación de T3, ya que no se detectan ni rT3 ni T2 (Bales a al., 1983; Sweeting y Bales,
1992a). Sin embargo, bajo condiciones experimentales en las que se administra un exceso de
13, se ha observado la presencia de rT3 (Sweeting y Bales, 1992b). Por otra parte, la
desyodación de yodotironinas en peces podría diferir de la observada en mamíferos, puesto
que se observan diferencias importantes entre la 5’D hepática de trucha y las desyodasas tipo
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1 y II de mamíferos (MacLatchy y Eales, 1992a; Sweeting y Eales, 1992b). En otros
teleósteos (Oreochromis niloticus) se ha descrito la presencia tanto de una actividad 5D como
5’D, siendo más abundante la actividad 5’D en riñón que en hígado, en contraste con los
estudios anteriormente citados (Byamungu e: al., 1992) y se ha observado un aumento en rl3
tras la estimulación de la liberación de 14 por varias hormonas hipofisarias (Byamungu er al.,
1990). Recientemente, se ha observado que las enzimas 5’D presentes en hígado y riñón de
esta especie son diferentes, de modo que la presente en riñón seña equivalente a la desyodasa
tipo 1 de mamíferos, mientras que la de hígado seña análoga a la tipo II (Mol e: al., 1993).
También se ha descrito la existencia de estas dos actividades enzimáticas (5D y 5’D) en
varios tejidos de otro teleósteo (Salmo salar), observándose cambios de la 5’D en hígado
(correlacionados con los niveles plasmáticos de 13), corazón y cerebro durante la muda
inducida por fotoperiodo largo, así como cambios en la actividad 5D en hígado y cerebro que
podrían estar reflejando una autorregulación del metabolismo intracelular de las Hl (Morin
eta!., 1993).
Los escasos estudios realizados en reptiles parecen indicar que la actividad 5’D es
parecida a la de tipo 1 de mamíferos (Wong e: al., 1993).
Estudios pioneros llevados a cabo por el Profesor lata (1960) pusieron de manifiesto
la desyodación de 14 en anfibios, detectada en homogeneizados de hígado y músculo.
Posteriormente, se describió Ja existencia de un mecanismo de desyodación de 14 en el
hígado de larvas, pero no de adultos, de R. pipiens (Galton e Ingbar, 1962). Asimismo,
Robinson (1977) indicó la existencia de un sistema de desyodación en hígado y cola durante
la metamorfosis de X. laevis. Sin embargo, en todos estos estudios no parece tratarse de una
reacción de monodesyodación, si no de una desyodación general que podría estar catalizada
por una peroxidasa (Robinson, 1977).
Debido a la gran importancia de las Rl en la metamorfosis de anfibios anuros, se han
realizado bastantes estudios sobre la desyodación durante el desarrollo. Se ha determinado
que esta conversión periférica es esencial para el proceso metamórfico, ya que su inhibición
in vivo con ácido iopanoico (IOP) retrasa el desarrollo, lo que ha llevado a proponer que, a
pesar de que la 14 es la Hl circulante mayoritaria, la principal hormona metamórfica es la
13 (Buscaglia a al., 1985). Parece que el aumento de 13 plasmática observado durante el
clímax seña fundamentalmente un reflejo de un incremento en la desyodación periférica, ya
que la proporción 13/14 tiroidea es muy pequeña (Suzuki y Suzuki, 1981: R. ca:esbeiana;
Schulteiss, 1980: X. laevis y R. esculenra). Además, también se ha observado que el máximo
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de actividad 5 ‘D detectable desde el final de la premetamorfosis en X. laevis, coincide con
el máximo de 13 plasmática hacia la mitad del clímax (Buscaglia el al., 1985).
En larvas de R. catesbelana la conversión iii vivo de 14 a 13 no se produce
prácticamente hasta el final de la prometamorfosis, pero la actividad 5’D está presente
durante y después del clímax metamórfico (Galton y Munck, 1981). Estudios in virro en
larvas premetamórficas de la misma especie revelaron además la ausencia de actividad 5’D
en tejidos de la cola, hígado, corazón y riñón, una cantidad prácticamente no detectable en
cerebro e intestino y sólo pudo ser cuantificada en piel (Galton, 1988a). Durante el clímax
la conversión de 14 a 13 aumenta hasta cinco veces en piel e intestino y cuando comienza la
reabsorción de la cola este tejido adquiere la actividad 5’D, que sigue sin detectarse en
- - hígado, riñón y corazón (Galton y Hiebert, 1988). Las propiedades de esta actividad 5’D son
similares a las de la enzima tipo II de mamíferos (Kñhn eí aL, 1993b). Por otra parte, la
actividad 5D, que desactiva la 14 convirtiéndola en rl3, está presente en microsomas
hepáticos de larvas pre- y prometamórficas de R. ca:esbeiana y disminuye hasta hacerse
prácticamente no detectable en todos los tejidos hacia los estados finales del clímax
metamórfico (Galton y Hiebert, 1987b). Las características cinéticas de la enzima y la
inhibición de su actividad por análogos de la 14 pero no por PTU, son similares a las de la
desyodasa de tipo III de mamíferos (Lconard y Visser, 1986) y al sistema 5D presente en el
hígado del embrión de pollo (Galton y Hiebert, 1987a; Kúhn er al., 1993a).
Los cambios de 5D a 5’D que se producen durante el clímax de anfibios anuros, son
similares a los observados durante el período perinatal de mamíferos y aves (revisado por
Kiihn a aL, 1993b). Sin embargo, la distribución y las características de las desyodasas
durante el desarrollo de anfibios muestran una serie de diferencias con respecto al patrón
mamífero (McNabb y Freeman, 1990).
En A. mexicanum, la actividad 5’D es muy baja durante todo el desarrollo y parece
no existir la actividad 5D, tanto en individuos juveniles como adultos (Galton, 1992).
En cuanto a los anfibios adultos (anuros y urodelos), aunque se han realizado muchos
menos estudios, también se ha demostrado la existencia de una actividad 5’D en R.
catesbeiana, Necturus maculosus (Galton, 1985), X. laevis (Buscaglia eí al., 1985), Bufo
marinus (Sawin eí al., 1981 a), Rano ridibunda y Dicroglossus occipitalis (Vandorpe er al.,
1987; Vandorpe e: al., 1990). En R. ridibunda y D. occipiralis, se ha demostrado que esta
actividad es mucho más importante en homogeneizados de riñón y piel que en hígado
(Vandorpe eta!., 1987; Vandorpe e: al., 1990; Jacobs y Kúhn, 1990) y parece similar a la
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5’D tipo II de mamíferos (Kúhn eí al., 1993b). También se ha detectado la presencia de una
actividad 5D análoga a la de tipo III de mamíferos en varios tejidos de individuos adultos de
R. catesbelana (véase Kúhn e: al., 1993b).
2.3.2. CONJUGACIÓN
.
La conjugación es una reacción que transforma compuestos lipofílicos endógenos y
exógenos en derivados solubles en agua para facilitar su excreción en la bilis y la orina
(Dutton, 1980). El estudio de estos procesos de degradación de las Hl se ha llevado a cabo
fundamentalmente en mamíferos.
La glucuronizacién es catalizada por un grupo de enzimas localizadas en el retículo
endoplásmico del hígado y otros tejidos. Por otra parte, los derivados glucuronados de las
Hl también pueden sufrir desconjugación, por la acción de B-glucuronidasas, y 5’-
desyodación como ruta alternativa de producción de 13 (Hays y Cavalieri, 1992).
También se han identificado diferentes fenol sulfotransferasas que catalizan la
sulfatación de las Hl en la fracción soluble de hígado especialmente. De forma similar a lo
que ocurre en el caso de la glucuronización, los derivados sulfatados de 13 pueden sufrir
desulfatación y desyodación en hígado y cerebro de fetos y adultos de rata (Santini eí al.,
1992), y parece ser que dichos derivados serían una fuente local de 13 en determinados
tejidos en situaciones críticas.
En larvas de anuros el órgano principalmente implicado en la degradación de las HT
es el hígado. También el intestino acumula selectivamente HI, aunque más lentamente. La
mayoría de la 13 es rápidamente conjugada en el hígado por sulfatación o glucuronización
y excretada en la bilis y en las heces. La conjugación de 14 es mucho más lenta y parece que
requiere una transformación molecular previa. No se han encontrado evidencias de
reabsorción intestinal de T3~ aunque sí de 14 (véase Dodd y Dodd, 1976).
2.4. Modo de acción de las hormonas tiroideas: Receptores.
Los múltiples efectos biológicos de las Hl resultan de la unión con receptores
nucleares, lo que provoca un aumento de la transcripción (Ilustr. 8), formación de nuevos
ARNm y síntesis de proteínas especificas que son finalmente las responsables de la expresión
de la acción de las Hl al nivel celular (Oppenheimer et al., 1987). Sin embargo, también
se ha sugerido que la acción de las Hl en anfibios pueden no estar mediadas exclusivamente
a nivel nuclear (Sidlowski y Frieden, 1982).




ovos eleclos de T3
flustr. 8. Representación esquemática del mecanismo de acción de las hormonas tiroideas
a través del receptor nuclear (tomado de Escobar e: al., 1992). TR, receptor nuclear de
hormonas tiroideas; TRE, gen sensible a hormonas tiroideas.
En pocos años se ha demostrado que no hay un único receptor nuclear de HT, de
manera que, incluso para una misma especie, se encuentran múltiples ARNm que codifican
proteínas diferentes que cumplen los criterios para ser consideradas receptores de HT. Estas
proteínas se han clasificado en formas a y 13, dependiendo de las similitudes entre las
secuencias aminoacídicas y la localización cromosómica (Escobar eí al., 1992). La secuencia
de aminoácidos de la proteína producto del proto-oncogén c-erb-A (homólogo celular de la
región A del gen del virus de la eritroblastosis aviar) presenta grandes analogías con los
receptores nucleares de HT, esteroides, ácido retinoico y vitamina D, por lo que en la
actualidad se habla de la superfamilia de receptores de HT y esteroides (Escobar e: al., 1992;
Maksymowych cí al., 1993).
Se han caracterizado parcialmente lugares de unión de T3 de alta afinidad (Kd l0’
0M)
y bajacapacidad (=1.000 sitios/célula), características típicas de los receptores hormonales,
en el núcleo de células hepáticas y de otros tejidos de peces (ciclóstomos: Lintlop y Youson,
1983; teleósteos salmónidos: Darling et al., 1982; Sullivan eta!., 1987; Bres y Bales, 1988)
y reptiles (Wong y Chiu, 1987). Estos sitios de unión nucleares presentan un tamaño
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homeotermos (Gagnon et al., 1992), lo que indica su conservación en la evolución (Fales,
1990).
En los anfibios, se ha estudiado la existencia de receptores de Hl fundamentalmente
en larvas encontrándose que las características de los sitios de unión nuclear de 13 son
generalmente las mismas que las observadas en otros vertebrados. Así, se ha observado en
larvas de R. ca:esbeiana que 13 y 14 se unen al mismo receptor, siendo mayor la afinidad
de para 13 que para 14 (Galton, 1986), a pesar de que con anterioridad (Gaiton, 1980a),
deficiencias técnicas llevaron a proponer la existencia de un receptor específico para 14 en
larvas premetamórficas.
Estudios pioneros demostraron que existen receptores nucleares de Hl en células
aisladas de la aleta caudal (Yoshizato y Frieden, 1975; Yoshizato el al., 1975; Suzuki y
Kikuyama, 1983) y del hígado (Kistler el al., 1975) de larvas premetamórficas de R.
catesbejana. Posteriormente, también fueron detectados en células hepáticas por otros autores
(in vivo: Toth y Tabacknick, 1979; Galton, 1980a; en núcleos aislados: Galton y Schaafsma,
1983), y se han detectado receptores putativos de Hl en el núcleo de eritrocitos larvarios
(Moriya el al., 1984; Galton, 1984). Recientemente, se han aportado nuevos datos que
apoyan la designación de los sitios de unión de 13 como verdaderos receptores (Thomas e:
al., 1992). El número de receptores en el tejido caudal y en eritrocitos, pero no en
hepatocitos, aumenta durante el desarrollo en R. ca:esbeiana. Una explicación para este
hecho sería que, tanto en la cola como en eritrocitos, la metamorfosis dependiente de Hl
provoca una rápida muerte celular, mientras que en el caso del hígado se produce una
diferenciación bioquímica de las células para adquirir la funcionalidad adulta (Galton, 1988b).
Por otra parte, según progresa el clímax, el número de receptores disminuye en eritrocitos
alcanzando valores similares a los del adulto, probablemente debido al reemplazamiento de
los eritrocitos larvarios por eritrocitos adultos, que poseen muchos menos sitios de unión por
núcleo (Galton y St. Gerniain, 1985).
El hecho de que, en larvas de R. ca:esbeiana, los receptores tengan más afinidad por
13 que por 14, junto con la alta ocupación nuclear de la 13 durante el clímax metamórfico
ponen de manifiesto una vez más la importancia de esta hormona durante el desarrollo de
anuros (Galton, 1988b). Sin embargo, algunos tejidos larvarios responden más a 14 que a 13
(Kollros, 1961) y ciertas respuestas fisiológicas ocurren sólo con 14 en anfibios adultos
(Dupré e: al., 1986), aves (Chandola y Bhatt, 1982) y mamíferos (Erfurth y Hedner, 1987;
Halperin el aL, 1991).
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También se han descrito sitios de unión específicos de 13 en hígado (Galton, 1980c;
Galton eí al., 1982) y eritrocitos (Galton, 1985) de individuos adultos de Rana pipiens y R.
colesbelana. Sin embargo, el número de receptores de Hl en adultos es mucho menor que
en larvas. Así, en adultos de R. ca:esbeiana, el número de receptores en núcleos de
eritrocitos es de 90±26,comparado con los casi 2.500 sitios/núcleo del estado XIX 1K,
presentando una Kd de l,O±0,23x10” M, también inferior a la encontrada en el estado XIX
1K <2 3+0 70x10” M) (Galton, 1988b). Una situación comparable se ha descrito en A.
mexicanum, de modo que el número de receptores de Hl nucleares, sobre todo de
eritrocitos, es mucho mayor en individuos juveniles que en adultos (Galton, 1992). Los
núcleos hepáticos de individuos adultos presentan dos tipos de receptores para 13, pero
también en menor número que en larvas (Galton, 1980c).
3. EFECTOS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS EN ANFIBIOS
ANUROS.
Las ItT son únicas entre el grupo de moléculas responsables del éxito de los
vertebrados. En la evolución de los vertebrados, estas hormonas han asumido un papel doble
en la iniciación del desarrollo y la regulación del metabolismo (Frieden, 1981).
En todos los vertebrados estudiados, se ha demostrado que las Hl desempeñan un
papel crucial en el desarrollo y maduración del cerebro (véase Grave, 1977). En los
homeotermos, las Hl están implicadas en el crecimiento (lkeda eí aL, 1991; Cacicedo e: aL,
1993, Denver y Harvey, 1991), metabolismo (Salleh e: aL, 1993; Betley e: aL, 1993),
reproducción (Klandorf a al., 1992; Goldman eta!., 1993) y termogénesis (Frieden, 1981;
Dauncey, 1990>. En aves también participan en la muda y migración (Wentworth y Ringer,
1986). En cuanto a los poiquilotermos, el tiroides ejerce su influencia sobre el crecimiento,
el desarrollo, la migración, la muda, la transición del medio acuático al terrestre y la
reproducción (véase Dickhoff y Darling, 1983).
En reptiles expuestos a altas temperaturas la administración farmacológica de Hl
estimula la tasa metabólica estándar (John-Alder. 1983) y las enzimas del metabolismo
intermediario (Oommen y Sreedeviama, 1988), facilitando la transferencia de metabolitos en
el metabolismo oxidativo activado (Jacob y Oommen, 1990). Sin embargo, los cambios
estacionales de la tasa metabólica estándar y de Hl plasmáticas no están bien correlacionados
(John-Alder, 1984). Recientemente se ha constatado que el incremento de los niveles
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plasmáticos de T4 dentro del rango fisiológico produce un aumento de la tasa metabólica
estándar y de la tasa metabólica diaria total en animales libres, pero no en los cautivos (John-
Alder, 1990; Joos y John-Alder, 1990), y se ha sugerido que la T4 podría estar facilitando
la actividad locomotora, aunque no produce un aumento de los niveles de actividad total
(Joos y John-Alder, 1990). Por otra parte, en tortugas (Pseudemys scripía elegans) se ha
observado que, si bien el estado tiroideo puede afectar al crecimiento y metabolismo de
individuos juveniles, no se puede descartar un efecto secundario del tipo de dieta y de la
cantidad de ingesta (Stamper eí aL, 1990).
En teleósteos, la administración crónica de dosis fisiológicas de HT, sobre todo de
l3~ facilitan el crecimiento, respuesta en la que contribuyen un aumento del apetito y de la
eficacia en la conversión de la comida (Higgs e: al., 1982). En cuanto a la maduración
gonadal, parece aceptado que las Hl desempeñan un papel en la maduración ovárica
(Leatherland, 1987; Weber cí al., 1992) y se ha observado que la 14 aumenta la
incorporación in vitro de vitelogenina en ovocitos de trucha (Shibata eí al., 1993). Además,
parece que las Hl facilitan la acción de otras hormonas en la migración y muda de los
salmónidos (Dickhoff y Sullivan, 1987), y se ha descrito una asincronia entre los cambios
de Hl en plasma y en tejidos durante este proceso (Specker e: al., 1992), indicando la
importancia de la regulación periférica del eje tiroideo. Por otra parte, se ha demostrado que
la 13 es necesaria en la adaptación al agua marina (Lebel y Leloup, 1992). Por último, la
presencia de Hl en huevos de teleósteos (lagawa y Hirano, 1987; Weber eí al., 1992)
sugiere que podrían tener un papel antes de la eclosión, y se ha demostrado su importancia
en la metamorfosis de algunas especies (Tagawa eí al., 1990; Okimoto el al., 1993).
3.1. Lanas.
Debido a que las Hl son la clave de la metamorfosis de anfibios, sus efectos sobre
los distintos tejidos y funciones fisiológicas a lo largo de este proceso son múltiples (Tabla
iii).
La mayoría de los tejidos larvarios adquieren la capacidad de responder a Hl muy
pronto en el desarrollo, de manen que aparentemente las Hl podrían tener efectos
metabólicos y de maduración previos a la metamorfosis dependiente de Hl. Además, parece
que la glándula tiroidea sintetiza hormona desde el principio de la vida larvaria (Hanaoka e:
al., 1973) aunque no se conoce muy bien su función durante este período, salvo la
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dependiente de hormonas tiroideas (Gona, 1977). Más recientemente, se han descrito efectos
premetamórficos de las Hl sobre los ganglios sensoriales de larvas de R. calesbelana,
sugiriéndose que la respuesta de las neuronas sensoriales lumbares y caudales a las Hl son
paralelas a las de sus tejidos diana periféricos (Ando y Hammerschlag, 1989). La influencia
del sistema nervioso central sobre la función tiroidea es probablemente nula durante la
premetamorfosis (Rosenkilde, 1985). Por otra parte, es importante señalar que parece que
la parte del hipotálamo que posteriormente dará lugar a la eminencia media, de importancia
vital en la conexión del eje tiroideo, no responde a Hl hasta el final de la premetamorfosis
(véase Dodd y Dodd, 1976).
La sensibilidad de los tejidos a las Hl cambia a lo largo del desarrollo, de modo que
células que en un principio no respondían a 14 pueden adquirir gradual o súbitamente la
capacidad de respuesta a esta hormona. Estos cambios desempeñan evidentemente un papel
importante en la capacidad de un tejido para completar la metamorfosis (Duelíman y lrueb,
1986). Los tejidos que primero responden a la administración exógena de 14 son
normalmente estructuras larvarias transitorias. No todos los tejidos sufren el mismo tipo de
cambios en respuesta a los niveles crecientes de Hl que se producen durante la
metamorfosis. Así, algunos órganos, como las extremidades y los pulmones, crecen; otros,
como la cola y las branquias, degeneran; y por último, hay órganos, como el hígado, que
sufren únicamente cambios funcionales (Burggren y Just, 1992). La razón por la que los
diferentes tejidos responden de forma distinta a las Hl y en momentos distintos no está clan,
pero quizás la explicación podría estar en la unión selectiva de 13 y 14 a los receptores
intracelulares.
La reabsorción de la cola es uno de los sucesos más espectaculares de la metamorfosis
de anuros. La sensibilidad de los tejidos caudales a las Hl aparece gradualmente durante el
curso del desarrollo larvario y se ha demostrado, como hemos citado anteriormente, un
aumento en el número de Rl en este tejido durante la metamorfosis (Yoshizato y Prieden,
1975), así como un aumento en la transcripción génica en el tejido muscular caudal inducido
por 13 (De Luze e: a!., 1993), aunque también se ha observado la existencia de un pequeño
número de genes cuya transcripción es regulada de forma negativa por las Hl (Kanamori y
Brown, 1993). Por otra parte, la cola de las larvas está compuesta por diversos tejidos que
incluyen epidermis, tejido conectivo mesenquimático y músculo. Estudios in vilro han
revelado que el tejido epidérmico produce alguna sustancia necesaria para que se produzca
la regresión caudal inducida por 13 en larvas de R. catesbelana; de modo que el tejido caudal
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carente de epidermis no regresa en presencia de 13 (Niki el al., 1982), pero silo hace si se
le añade medio procedente del cultivo de piel en presencia de 13 (Niki el al., 1984). Parece
que en la respuesta de la aleta caudal a 13 en larvas premetamórficas de R. catesbejana está
implicado el GMPc (Sidlowski y Frieden, 1982).
El principal cambio metamórfico del hígado es el giro en el conjunto de proteínas
específicas sintetizadas por las células hepáticas. En este sentido, las proteínas larvarias
tienden a desaparecer antes de que las proteínas postmetamórficas aparezcan. Los cambios
en el patrón de síntesis proteica están sincronizados con el patrón global de sucesos
metamórficos. La aparición de la síntesis de urea es parte de los cambios químicos y
morfológicos que se producen durante la metamorfosis espontánea y se ha descrito una
regulación positiva de los ARNm de enzimas del ciclo de la urea ejercida por HT en larvas
de R. catesbejana (Helbing e: al., 1992). Sin embargo, la síntesis de urea también se
desarrolla en el ajolote neoténico, de forma que, aunque este proceso puede ser dependiente
de ItT, los niveles necesarios para provocar esta respuesta no serían lo suficientemente altos
como para inducir cambios morfológicos (véase Rosenkilde, 1985). También se ha observado
que las Hl ejercen una compleja regulación transcripcional y post-transcripcional del gen de
la L-arginasa hepática durante el desarrollo postembrionario de X. laevis (Xu eí al., 1993).
En hígado de larvas premetamórficas de R. catesbetana se ha detectado un incremento de los
niveles de OMPe (Sidlowski y Frieden, 1982) y del ARNm de la albúmina (Averyhart-
Fullard y Jaffe, 1990) tras el tratamiento con 13.
El intestino delgado de los anuros cambia notablemente del estado larvario al adulto
en un corto período de tiempo durante la metamorfosis espontánea. Al principio del clímax,
las células epiteliales larvarias empiezan a experimentar un proceso de muerte celular,
mientras que las adultas proliferan rápidamente y se diferencian. Se ha demostrado que, si
bien 13 induce la muerte celular in vftro, otras hormonas, como cortisol e insulina, son
necesarias para la proliferación y diferenciación del epitelio adulto (Ishizuya-Oka y
Shimozawa, 1991). También se ha observado recientemente que, al igual que ocurre en el
tejido caudal y en las extremidades, muy pocos genes son regulados negativamente por ItT
a lo largo del desarrollo, y la mayoría de los genes regulados positivamente son genes
tempranos, expresándose algunos en otros tejidos además del intestinal (Shi y Brown, 1993).
En anfibios, la epidermis juega un papel crucial en la osmorregulación, cuyo
componente principal es la bomba de sodio (AlPasa Na~-K~). Tanto en anuros como en
urodelos, se ha observado que las Hl estimulan la actividad de la bomba de sodio epidérmica
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y parece que inducen la formación de canales de sodio durante la metamorfosis (lakada y
Hara, 1988; Burón y Navas, 1988). Se ha propuesto que esta estimulación se debería a un
efecto post-traducción sobre la enzima ya sintetizada (Burón y Navas, 1988), y es posible
que, concretamente, se produzca un grado de glucosilación diferente de la subunidad fi de
la AlPasa Na~-K~ (Villalba eí al., 1993).
Durante la metamorfosis, el cráneo cartilaginoso de las larvas se transforma mediante
una combinación de procesos de reabsorción del cartílago existente y la proliferación del
nuevo cartílago y la aparición del hueso, que predomina en el cráneo adulto. Se ha
demostrado que estos cambios están mediados por Hl en ambos tejidos (Hanken y Summers,
1988), aunque parece que la respuesta de cada uno de ellos a las HT es independiente, de
manera que muchos de los cambios no están estrechamente acoplados durante el desarrollo
(Hanken e: aL, 1989).
La vitelogenina, que dará origen tras su procesamiento en el huevo a las proteínas
vitelinas que constituyen la reserva nutritiva de vitelo, se sintetiza en el hígado bajo la
estimulación ejercida fundamentalmente por los estrógenos (Wallace, 1985), si bien
recientemente se ha descrito una acción estimuladora de varias hormonas hipofisarias sobre
la síntesis y liberación de vitelogenina hepática ¡a viii-o en R. esculenía (Camevali et aL,
1992, 1993). El hecho de que la inducibilidad de los genes de vitelogenina por estradiol (E2)
se adquiera durante la metamorfosis (Ng e: al., 1984) sugiere la implicación de las Hl en
este proceso. En este sentido, se ha demostrado que 123 induce de forma directa la
transformación de hepatocitos inmaduros en células competentes capaces de sintetizar
vitelogenina bajo estimulación estrogénica durante la metamorfosis de X. laevis (Kawahara
el al., 1989). Por otra parte, en individuos adultos de Xenopus la expresión del gen de la
albúmina está regulada por estrógenos durante la respuesta vitelogénica (Riegel e: al., 1986).
Posteriormente se ha demostrado que las HT están implicadas en la regulación de la
expresión del gen de albúmina durante el desarrollo de X. laevis, de manera que la
administración de 13 resulta en la inducción prematura del ARNm de la albúmina (Moskaitis
eí aL, 1989).
Parece que las Hl pueden estar implicadas en la termorregulación en larvas de
anfibios. La administración de 14 indujo un descenso en la temperatura modal seleccionada
por larvas de R. pipiens (véase Hutehison y Dupré, 1992). En larvas de X. laevis se ha
descrito la existencia de una correlación entre la actividad tiroidea y la tolerancia al frío y
al calor. Así, según avanza la metamorfosis se produce un aumento en la tolerancia al frío
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(Dainton, 1988) y un descenso en la tolerancia al calor (Dainton, 1991). La adición de 14
al agua en el que estaban inmersas las larvas resultaba en una notable reducción de la
mortalidad, sugiriendo que la 14 puede conferir resistencia al frío en X. laevis (Dainton,
1988). Sin embargo, se ha observado un aumento en la temperatura media seleccionada por
larvas de R. catesbetana según avanza el desarrollo (Dupré eí al., 1986b).
Se han descrito otros efectos de las Hl sobre la maduración de diversos sistemas.
Así, el aumento de los niveles de prolactina (PRL) que se observa hacia el final del clímax
se produce bajo la influencia estimuladora del hipotálamo, y el desarrollo de este sistema
estimulador hipotalámico depende de Hl (Kawamura eí al., 1986) y además el tratamiento
con T3 aumenta la capacidad de unión de la PR!. a sus receptores renales, aunque tiende a
disminuir la afinidad en A. :igrinum (Bres y Nicolí, 1993). También se ha observado que las
Hl aceleran la diferenciación del pigmento visual ocular del tipo larvario al adulto en
algunas especies (véase Duelíman y Tmeb, 1986; Hoskins, 1990) y parece ser que la 14 es
necesaria para iniciar la pérdida de axones que se produce durante el desarrollo, regulando
probablemente la producción de los mismos, como se ha observado en el nervio oculomotor
de larvas de X. laevis (Schónenberger y Escher, 1988). La transición de hemoglobina larvaria
a hemoglobina adulta también podría estar regulada por Hl (Aral y Wakahara, 1993).
3.2. Adultos.
El tiroides, como hemos visto en el apanado anterior, desempeña papeles importantes
durante el desarrollo de anfibios. Sin embargo, mucho menos conocida es la función de las
HT en anfibios adultos, donde se ha observado que el tiroides es menos activo aunque capaz
de sintetizar 13 y 14, siendo los niveles de Hl plasmáticas medidos en distintas especies de
anfibios adultos enormemente variados (véase Stieff y Kaltenbach, 1986).
La presencia de 14 en el citoplasma y el núcleo de eritrocitos adultos de R. pipiens,
R. catesbejana, fi. marinus, X. laevis y No:ophíhalmus viridescens, sugiere que las HT
pueden tener cierta importancia fisiológica en anfibios adultos (Herman, 1992). Otro hecho
que indica que las Hl pueden desempeñar un papel importante en la fisiología de los anfibios
adultos, es la existencia de cambios estacionales de la función tiroidea en anuros (Kúhn eí
aL, 1985; Rosenkilde y Jorgensen, 1977; lasaki el al., 1986; Saad y Ah, 1992) y urodelos
(Norris e: aL, 1977).
El estudio del papel de las Hl en anfibios adultos se limitó inicialmente a dos áreas:
a) acciones sobre el metabolismo, y b) acciones sobre el tegumento.
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La mayoría de los intentos de estimular el consumo de oxígeno en anfibios adultos
mediante el tratamiento con Hl no tuvieron éxito en un principio (Hutchison y Dupré, 1992),
aunque algunos trabajos clásicos describían efectos estimuladores de 13 y 14 in vivo sobre
el consumo de oxígeno en adultos de Rano, Bufo y Trñunts. También se observó un aumento
del consumo de oxígeno in vi:ro en riñón y corazón, pero no en músculo e hígado, de adultos
de Bufo paracnemnis y Bufo arenarum tras la inyección de altas dosis de Hl (véase Gorbman,
1964). La explicación de esta disparidad de resultados viene dada probablemente por el hecho
de que parece que existe un requerimiento térmico. En este sentido, Packard y Packard
(1975) encontraron, en respuesta a inyecciones de 14, un incremento del consumo de oxígeno
del hígado de Rano íigñna aclimatadas a 250C, pero no a 15”C, siendo estos datos
confirmados posteriormente por Chiu y long (1979), que además encontraron que la 14
también disminuía el glucógeno hepático a 250C. Posteriormente, se observaron en repetidas
ocasiones efectos positivos de la 14 sobre el consumo de oxígeno, tanto in vivo como in viíro,
en diversas especies de anfibios (véase Hutchison y Dupré, 1992), y recientemente, se ha
descrito un efecto de la 14 estimulando la liberación basal de CO
2 en B. japonicus, lo que
reflejaría un aumento del metabolismo basal (Tasaki e Ishii, 1990b).
lampoco hay muchas evidencias que apunten hacia la participación de las Hl en otras
fases metabólicas. Se ha descrito un incremento en el nivel de nitrógeno urinario en ranas
de verano, pero no de invierno. Además, parece que la 14, junto con adrenocorticoides y
hormonas neurohipofisarias, puede afectar la permeabilidad al agua y/o las sales de la piel,
el mesonefros u otros órganos (véase Gorbman, 1964).
Por otra parte, Rosenkilde (1982) ha propuesto que en anfibios las Hl tienen un papel
en la movilización de las reservas energéticas durante períodos de actividad en los que la
ingestión de alimentos es limitada, como es el caso de la época de reproducción, durante la
que se ha observado un descenso del peso hepático en B. japonicus (Jolivet-Jaudet e: al.,
1984). Además, se ha demostrado que la 14, aunque es incapaz de promover el crecimiento
tras la metamorfosis, aumenta la movilización de reservas energéticas en X. laevis (Nybroe
a aL, 1985).
Se ha descrito un efecto inductor de las Hl sobre la actividad de la enzima málica en
hígado y músculo de Bufo melanos:icíus (Dey el al., 1989), que parece que sería debido a
la estimulación de síntesis de novo de proteínas enzimáticas específicas y que la desyodación
de 14 a 13 sería necesaria para la acción hormonal (Dey e: al., 1989). Recientemente,
también se ha observado en anfibios adultos (Rano :emporaria) que los cambios estacionales
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de algunas enzimas mitocondriales hepáticas están bajo la influencia de la actividad tiroidea
(Wróbel eí al., 1992; Wróbel y Frendo, 1993).
La relación entre el estado tiroideo y la estructura de Ja piel, tanto en anfibios como
en el resto de los vertebrados, se reconoce desde hace muchos años. El fenómeno de la muda
se divide en dos procesos normalmente consecutivos: a) proliferación epidérmica y
queratinización y b) descarte de la epidermis queratinizada. El espacio de tiempo que
transcurre entre mudas se denomina intermudas. El primer proceso es más o menos
independiente de hormonas, mientras que la pérdida del estrato córneo superficial y la
frecuencia de intermudas están bajo control hormonal. Parece ser que la periodicidad de la
muda en anfibios está controlada por el nivel absoluto de Hl y es independiente de una
liberación cíclica o de un aumento en Hl (Jorgensen y Larsen, 1961). En este sentido, la
administración de 14 aumenta la frecuencia de muda, aunque la ausencia de Hl no afecta a
la misma (Rosenkilde, 1982).
lambién se han descrito, en trabajos aislados y en general bastante antiguos, algunas
acciones sobre el sistema nervioso y procesos de regeneración: En cuanto al sistema
nervioso, los escasos datos existentes indican que la 14 estimula la sensibilidad umbral de
los nervios periféricos (véase Gorbman, 1964). Más recientemente se ha observado, en contra
de lo que se creía, que las Hl también tienen efectos morfogénicos en el sistema nervioso
central de anfibios adultos, de manera que el tratamiento prolongado con 14 cambia el patrón
de conectividad retino-tectal en X. laevis (Hofmann e: al., 1989). Con relación a la
regeneración, la tiroidectomía e hipofisectomía inhiben la regeneración de las extremidades
en salamandras juveniles, y el tratamiento posterior con pequeñas dosis de Hl restablece la
capacidad regeneradora, mientras que dosis elevadas inhiben la regeneración por causar una
diferenciación prematura de los tejidos (véase Gorbman, 1964). lambién se ha observado un
efecto inhibidor de los fotoperiodos cortos sobre la regeneración en salamandras que parece
estar mediado por cambios hormonales que podrían implicar a la función tiroidea (Maier y
Singer, 1982).
Las Hl son críticas en las respuestas hipermetabólicas de los homeotermos al frío y
parece que podrían desempeñar un papel significativo en la modulación de la
termorregulación en anfibios. Se ha observado que la administración de 14 estimula un
descenso en la temperatura media preferida o seleccionada por individuos adultos de X. laevis
(Dupré e: al., 1986a). Se ha sugerido que esto podría estar relacionado con el efecto
calorigénico de las HT, de manera que los individuos tratados con 14 seleccionarían
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temperaturas más bajas para facilitar la pérdida del calor adicional producido como
consecuencia de la ya citada estimulación del metabolismo inducido por las HT (Hutchison
y Dupré, 1992). Sin embargo, también se ha encontrado que la 13 induce la selección de
temperaturas más elevadas (Dupré a al., 1986a). Por otra parte, en individuos juveniles de
X. laevis se ha observado una correlación inversa entre la actividad tiroidea y la temperatura
ambiental (Dainton, 1991).
La bibliografía relacionada con la influencia de las Hl sobre la reproducción de
anfibios adultos tampoco es muy abundante. Existen evidencias de una implicación directa
de las Hl en el desarrollo ovárico de anfibios anuros (Sarkar y Rao, 1969, 1971). En Rana
cyanophlycíis, se observó que la tiroidectomía química o quirúrgica impedía la ovulación,
mientras que la administración de 14 permitía la ovulación ¡ti vivo, pero no ¡ti vitro,
sugiriendo la interacción de las Hl con otros factores, posiblemente las gonadotropinas.
También se ha descrito un descenso de los niveles plasmáticos de E2 en plasma de hembras
de R. temporaria, pero no de R. ñdibunda tras el tratamiento con 101? (Kiihn eí al., 1990).
Asimismo, la administración de lOPo metimazol (MMI) en machos de R. ridibunda tampoco
afectó a los niveles de 1 (Kúhn e: al., 1990). Por el contrario, en urodelos (A. íigrinum) la
14 parece alterar la sensibilidad de los ovocitos a otras hormonas, como la prolactina (Norris
y DuvaIl, 1981).
Las Hl parecen ser necesarias como co-hormonas en la síntesis hepática de
vitelogenina inducida por estrógenos en X. laevis (Wangh y Schneider, 1982). Recientemente
se ha demostrado que una pequeña dosis de 13 puede potenciar rápidamente la activación por
E2 de genes silenciosos de vitelogenina en cultivos de hepatocitos procedentes de machos
adultos de Xenopus (Rabelo y lata, 1993), y que además la 13 aumenta la autoinducción de
ARNm del receptor de E2 y de su propio receptor tipo fi, pero no del a, en condiciones
similares indicando que puede estar desempeñando un papel en la reproducción de anfibios
adultos.
En el ciclo vital de los anfibios parece evidente que el paso del medio acuático al
terrestre se produce con la transformación de la larva en adulto, lo que conlíeva toda una
serie de adaptaciones al nuevo ambiente (revisado por Rourdry, 1993). Sin embargo, el
hecho es que la mayoría de los adultos también están sometidos a cambios de medio, debido
a que deben volver al agua para reproducirse. Mientras que en anfibios urodelos parece claro
que la 14 está implicada en la adaptación a la vida terrestre, participando en la regulación de
los procesos migratorios junto con la PRL, los datos disponibles en anuros parecen indicar
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que no existe tal función de la 14 (revisado por Rankin, 1991). Además, recientemente se
ha observado que la 14 parece reducir la actividad locomotora o actividad migradora en B.
japonicus tanto en condiciones naturales como artificiales (lasaki e Ishii, 1990a,b), a pesar
de que estos mismos autores habían propuesto previamente un papel para las Hl en este
sentido (Tasaki e: al., 1986).
Se han descrito otros efectos de las ¡iT en anfibios adultos. Parece ser que los niveles
endógenos de 14 disparan la respuesta humoral inmune en Bufo regularis, existiendo una
correlación positiva entre estos dos factores (Saad y Ah, 1992). lambién se ha sugerido que
las Hl están implicadas en la regulación de la acción de los corticosteroides en hígado de
individuos adultos de X. laevis, encontrándose que tanto 13 como 14 incrementan la
capacidad de unión de los receptores de glucocorticoides, siendo la acción de la 13 mayor
en machos que en hembras (Lange e: al., 1989).
4. REGULACIÓN DEL EJE TIROIDEO EN ANFIBIOS ANUROS.
El sistema hipotálamo-hipofisario de los vertebrados es responsable de transformar
la información neuronal en una respuesta endocrina, la liberación de hormonas al torrente
sanguíneo. Este proceso se conoce como integración neuroendocrina. Una gran parte de la
información integrada procede del exterior y se refiere a condiciones ambientales, tales como
fotoperiodo y temperatura, entre otras. Entre las áreas extrahipotalámicas que influyen de
manera importante sobre el eje neuroendocrino destacamos el papel desempeñado por la
glándula pineal, considerada como órgano transductor que integra la información ambiental
transformándola en señales químicas en forma de indolaminas, especialmente melatonina.
Como resultado total de las distintas señales neuroendocrinas se coordinan las funciones de
los órganos periféricos para permitir la adaptación del animal a los cambios ambientales
asegurando la supervivencia y el éxito de las especies.
4.1. Regulación endógena.
4.1.1. REGULACIÓN CENTRAL: EJE HIPOTÁLAMO-HIPÓflSIS-TIROIDES
.
Desde hace mucho tiempo se sabe que la función tiroidea en anfibios está regulada
por la pars distalis hipofisaria (Ilustr. 9) a través de la hormona estimuladora del tiroides
(ISH) o tirotropina (véase Dodd y Dodd, 1976; Burggren y Just, 1992), a pesar de que la















llustr. 9. Esquema del eje hipotálamo-hipófisis-tiroides en anfibios (inspirado en un esquema
de Norris, 1985). N, neuronas; NNS, neuronasneurosecretoras; NT, neurotransmísores; PD,
pan dis:alis. Las flechas discontinuas indican procesos hipotéticos (‘7) en anfibios. (+):
influencias estimuladoras; (-): influencias inhibidoras.
mayoría de los estudios realizados en este sentido son de tipo indirecto (hipofisectomia y
adición de hormonas). En homeotermos, sobre todo en mamíferos, la ISH hipofisaria está
fundamentalmente bajo el control hipotalámico positivo a través de la hormona liberadora de
tirotropina (TRH), existiendo también una regulación negativa ejercida por otros
neuropéptidos, como la somatostatina (SRIH) y aminas, como la dopamina (DA) (véase
Morley, 1981; Reichlin, 1986; Samuels el al., 1992) y la serotonina (5-HT) (Broqua el aL,
1993).
La IRH se ha detectado en extractos cerebrales, sobre todo hipotalámicos, de anuros
adultos y de larvas (véase Balís e: al., 1985). lambién se ha descrito su distribución
anatómica en el cerebro de individuos adultos y de larvas (Seki eíaL, 1983; Mimnagh eíaL,
1987; Lamacz e: al., 1989; Taniguchi ez al., 1990). Como ocurre con otros muchos
neuropéptidos, se ha observado la presencia de IRH en la piel y en otros tejidos, incluyendo
la glándula pineal, el tracto intestinal, el timo y la sangre, tanto de adultos como de larvas
de anuros (Jackson eta?., 1977; King y Millar, 1981; BaUs eta?., 1985; Lazarus y Attila,
1993). El contenido de IRH cambia durante la vida larvaria; de manera que no es detectable
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durante los estados más tempranos del desarrollo, aumentando posteriormente hasta el inicio
del clímax (Bray y Sicard, 1982). Después del clímax, la IRH disminuye en cerebro e
intestino, aunque sigue aumentando en piel y timo de Xenopus. En cualquier caso, la
concentración de IRH en el animal completo no sólo no disminuye en el clímax, sino que
es incluso más alta en el adulto (BaUs e: al., 1985). La situación es algo diferente en el
cerebro de R. catesbetana, donde los niveles son bajos en todas las zonas cerebrales hasta
la prometamorfosis, incrementándose después para mantenerse constante en el adulto
(Mimnagh e: al., 1987). También se ha demostrado la presencia de TRH inmunoreactiva en
la pars disíalis de larvas prometamórficas de R. caesbeiana, si bien estas fibras desaparecen
al inicio del clímax (laniguchi e: al., 1990). No obstante, hay que tener en cuenta que la
cantidad de IRH disponible para liberarse es el resultado de dos procesos, síntesis y
degradación, cuyo grado se desconoce para la mayoría de los órganos de anfibios (Burggren
y Just, 1992).
Recientemente, se ha descubierto la existencia de un precursor de la IRH en el
cerebro de X. laevis (Bulant, el al., 1992), diferente de los encontrados en piel (Kuchler el
al., 1990). Además, el gen de este precursor no contiene los elementos promotores
característicos de los genes de TRH de mamíferos, lo que sugiere diferencias en la regulación
de su expresión.
En mamíferos, es bien conocida la acción de la IRH estimulando la liberación de
PRL hipofisaria (véase Morley, 1981). En anfibios, se ha demostrado que la IRH es el
principal factor liberador de PRL, in viíro (Seki y Kikuyama. 1986a,b; Kikuyama e: al.,
1987; Seki e: aL, 1988; Gracia-Navarro el aL, 1990; Nakajima e: al., 1993a) e in vivo
(Kúhn e: al., 1985b; Malagón el al., 1989). Además, parece ser que se produce una
estimulación de la síntesis de PRL por efecto de la TRH (Castaño e: al., 1992; Nakajima el
al., 1993). También se ha observado que algunos análogos de la TRH como los tripéptidos
metilados, pero no sus metabolitos, estimulan la liberación de PRL in vitro (Sakai el al.,
199 la). Sin embargo, recientemente se ha comprobado que la IRH metilada no está presente
en el cerebro de R. calesbejana (Nalcajima e: al., 1993b). Por otra parte, se sabe que la PRL
posee una actividad antimetamórfica (Kikuyama e: al., 1980; Yamamoto y Kikuyama, 1982;
Alonso-Bedate y Delgado, 1983), aunque parece que esta acción de la PRL como antagonista
de las Hl se ejerce a nivel periférico (Kikuyama, 1989; Molitch eí al., 1993). Por otra
parte, en urodelos se ha descrito un efecto de la oPRL potenciando la acción de la olSH
sobre la liberación de 14 tiroidea in vitro (Anderson y Dent, 1982). Sin embargo, en el
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laboratorio del Dr. Kikuyama utilizando un bioensayo homólogo no hemos observado ningún
efecto de la PRL (0,2-20 vg/ml) de origen anfibio (purificada a partir de hipófisis de R.
catesbeiana) sobre la acción de la 1511 de origen anfibio (0,01-0,02 hg/ml) en la secreción
de 14 in vitro en tiroides procedentes de larvas de R. catesbelana (Gancedo e: aL, datos sin
publicar). Por último, las células somatotropas de la hipófisis, productoras de la hormona del
crecimiento (GH), de adultos de Rana perezí responden a TRH ¡ti vivo e ¡ti vitro (Gracia-
Navarro eí al., 1991), y también se ha descrito un efecto estimulador de la IRH sobre la
liberación ¡ti vitro de melanotropina (a-MSH) en anfibios (Leroux eí al., 1983; Verburg-Van
Kemenade a aL, 1987), mediado por una estimulación del metabolismo de los
polifosfoinosítidos (Desrues eí al., 1990).
Se ha observado la presencia de TRH en células hipofisarias de mamíferos y parece
que esta TRH es producida localmente, ya que se ha detectado la presencia de ARNm de
TRH en la hipófisis anterior de humanos (Pagesy a al., 1992). También se ha detectado la
existencia de ARNm del receptor de la IRH en el sistema nervioso central y en la retina de
rata (Satoh a al., 1993). La IRH hipofisaria, actuando como neurotransmisor o
neuromodulador, podría desempeñar una función importante en la regulación del eje tiroideo
tanto en homeotermos como en poiquilotermos (Jackson y Reichlin, 1974). En machos
adultos de X. laevis se ha descrito una acción de la TRH facilitando el comportamiento
locomotor y reproductor, lo que apoya la hipótesis de que la TRH actúa como neurohormona
o neurotransmisor en áreas específicas del cerebro de anfibios (Taylor y Boyd, 1991), como
había sido sugerido previamente (Jackson eí al., 1977).
En poiquilotermos, aunque en general se ha establecido la existencia de un control
hipotalámico estimulador de las células tirotrópicas hipofisarias, no parece que la TRH sea
la única responsable del mismo. Así, la mayoría de los intentos de estimular la función
tiroidea mediante administración del tripéptido de origen mamífero fueron inútiles durante
años (véase Dodd y Dodd, 1976; Dickhoff y Darling, 1983; Norris, 1983; Dent, 1988).
Posteriormente, se demostró que la IRH era capaz de activar la liberación ¡ti vitro de ISH
en reptiles adultos y recién eclosionados (Preece y Licht, 1987; Denver y Licht, 1988a;
Denver y Licht, 1989a; Licht y Denver, 1988), aunque no afectaba a los niveles de 14 en
plasma (Sawin el al., 198 ib).
Se han descrito algunos efectos positivos de la IRH sobre el eje tiroideo en adultos
de varias especies de anfibios anuros (Bufo bufo: Rosenkilde, 1979; Rana ridibunda: Darras
y Kúhn, 1982; R. pipiens, X. laevis e Hyla regUla: Denver, 1988; R. pera¡: Malagón el al.,
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1989; Gracia-Navarro eí al., 1990; Castaño e: al., 1992; R. esculenta: Jacobs y Kúhn,
1992). También se ha observado una acción positiva de la IRH sobre el eje tiroideo del
ajolote A. mexicanum metamorfoseado, pero no en el neoténico (Jacobs el al., 1988a; Darras
y Kúhn, 1983), aunque en este último sí se encontró un efecto estimulador de TSH de origen
bovino, como ya había sido observado ja vi:ro en adultos de otro urodelo (N. viridescens)
donde, sin embargo, la IRH tampoco afectó a la liberación de 14 (Anderson y Dent, 1982).
Por otra parte, Denver y Licht (1989b) no encontraron un efecto de la TRH en larvas de R.
catesbejana. Más recientemente, se ha observado una falta de efecto de IRH sobre la
concentración de 14 y la metamorfosis inducida por 13 en larvas de R. caíesbe¡ana y
Scaphiopus hammondii (Denver, 1993). En nuestro laboratorio, tampoco pudimos observar
-un efecto de TRH sobre el crecimiento y la metamorfosis de larvas de Discoglossus pictus
(Alonso-Bedate e¡ al., datos sin publicar).
Durante los últimos años, se han probado otros neuropéptidos de origen mamífero,
como la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y el factor u hormona liberadora de
corticotropina (CRE), como candidatos potenciales de la actividad 11(11 en anfibios. Jacobs
y colaboradores (1988b) demostraron una elevación de la 14 plasmática producida por
inyecciones de GnRH en varias especies de ránidos adultos. De igual forma, Jacobs y Kúhn
(1988) observaron un aumento de los niveles plasmáticos de 14 en ajolote neoténico tras
inyectar GnRH de origen mamífero. Además, se ha demostrado que la GnRH de mamífero
también estimula la secreción de ISH ¡a vitro en adultos de 1?. pipteas (Denver, 1988) y R.
esculenta (Jacobs y Kúhn, 1992). Por el contrario, no se observó ningún efecto de GnRH
humana sobre el crecimiento y la metamorfosis de R. perez¡ (Gancedo e: aL, 199 la).
Por otra parte, estudios recientes realizados en varias especies de vertebrados sugieren
que un péptido del tipo del CRE (CRF~ulikeI) podría ser un regulador importante de la
secreción de ISH. Así, el CRF ovino aumenta los niveles de 14 en embriones de pollo
(Meeuwis e: al., 1989) y estimula la liberación ¡a vitro de TSR en hipófisis de tortugas, así
como otros dos péptidos CRF-”like’, la urotensina 1 de origen teleósteo y la sovagina, que
se encuentra en la piel de los anfibios (Denver y Licht, 1989a). En cuanto a los anfibios, el
CRF parece poseer una actividad tirotrópica tanto en anfibios adultos como en larvas
(Denver, 1988; Jacobs y KUhn, 1989; Jacobs y Kiihn, 1992; Denver y Licht, 1989b; Denver,
1993). También se ha demostrado un efecto estimulador de la sovagina sobre la metamorfosis
y la concentración de T4 en larvas de anuros (Denver, 1993).
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En cuanto a una posible regulación negativa central, los datos disponibles sugieren
que no existe tal tipo de control en anfibios (Gracia-Navarro e: al., 1990), aunque en peces
teleósteos parece que la TSR está fundamentalmente bajo un control hipotalámico inhibidor
(Dickhoff y Darling, 1983; Leatherland, 1988> y en tortugas se ha demostrado en este mismo
sentido un papel de la SRiIH, pero no de DA (Licht y Denver, 1990).
Los diversos tipos celulares de la hipófisis de anfibios adultos y de larvas han sido
identificados por inmunohistoquimica (Doerr-Schott, 1980; Moriceau-Hay eí al., 1982). En
anuros adultos se ha observado la presencia de células TSH inmunorreactivas utilizando un
anticuerpo frente a BISH humana (R. ridibunda: Malagón el al., 1988). En larvas de X.
laevis se ha observado que el contenido de ISH hipofisario cambia durante el clímax (Dodd
-y Dodd, 1976; Bray y Sicard, 1982). Las células tirotrópicas han sido localizadas también
en R. perezi y Bufo ca/am ha a lo largo del desarrollo, observándose que, mientras que en
Bufo se localizan en la parte ventral de la hipófisis y no presentan cambios de distribución
durante la ontogenia, en Rana aparecen en la parte central de la glándula en premetamorfosis
y en la parte ventral al final de la metamorfosis (García-Navarro et al., 1988). Los autores
concluyen que durante la pre- y prometamorfosis se acumula TSR que se libera durante el
clímax. Por otra parte, no se dispone de datos relacionados con niveles circulantes o
receptores tiroideos de TSR en anfibios (Kikuyama e: al., 1993), a pesar de que se ha
conseguido purificar TSH a partir de hipófisis de R. caresbelana (Mackenzie eí al., 1978;
Sakai el aL, 1987).
En el tiroides de los mamíferos, el metabolismo general de las células foliculares, así
como sus funciones especializadas y proliferación, son estimuladas por TSH (Dumont el al.,
1992), pero los mecanismos y la cinética implicada varía según las especies, de modo que
en algunas especies sólo se activa la cascada del AMPc (Mockel e: al., 1991), y en otras,
como en humanos, se activa también la cascada del Ca2~-PIP, (Raspé e: al., 1991). En el
primer caso, el AMPc media el aumento en la captación de yoduro y su unión a proteínas,
así como la síntesis y secreción de hormonas, mientras que en el segundo caso, el AMPc
media la captación y la secreción, y el Ca2~ y el diacilglicerol estimulan la yodación y la
síntesis de Hl (Vassart y Dumont, 1992). Otros factores, como las catecolaminas, aminas
biógenas y prostaglandinas E, son capaces de mimetizar los efectos de la TSR sobre el
tiroides a través de mecanismos acoplados al sistema de la adenilato ciclasa (Carayon y Amr,
1989). Asimismo, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), las prostaglandinas F y
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algunos neurotransmisores afectan a la acción de la ISH a través de la cascada del PIP2
(Carayon y Amr, 1989; Dumont eral., 1992).
La mayoría de los autores ha asumido que un aumento en la liberación de ISH
hipofisaria incrementa los niveles circulantes de HT en anfibios. Sin embargo, no hay mucha
información directa en relación a este punto. Parece ser que el tiroides de anfibios, al igual
que sucede en otros poiquilotermos (MacKenzie, 1982; Byamungu et al., 1990), es capaz de
responder a otras hormonas glucoproteicas hipofisarias, además de TSH, de modo que,
concretamente la hormona luteotrópica (LH), y la foliculotrópica (FSM) en menor medida,
de origen anfibio son capaces de estimular la liberación in vúro de 14 (Sakai eí al., 199 Ib).
Como parecía lógico suponer, la 1511 de origen anfibio presenta con diferencia la mayor
actividad tirotrópica, no sólo respecto a la LH y la FSH de origen anfibio, si no también
cuando se compara con la acción de la ISH de origen bovino. Sin embargo, la hormona
adrenocorticotrópica (ACTH), la PRL y la GH de origen anfibio no afectan a la secreción
de 14 in vitro (Sakai eí aL, 1991b).
La TSH, así como las otras hormonas glucoproteicas hipofisarias (LH y FSH), está
compuesta por dos subunidades diferentes denominadas a y II. Se considera que la subunidad
a de la TSH presenta una secuencia de aminoácidos idéntica a la de la LH y ]a FSM dentro
de una misma especie, desempeñando una función crítica en la actividad biológica a través
de su acoplamiento con la subunidad 13 (Pierce y Parsons, 1981). La localización
inmunocitoquimica de las subunidades de estas hormonas glucoproteicas en la hipófisis de
larvas e individuos juveniles y adultos de R. catesbetana ha revelado que el número de
células inmunorreactivas para la subunidad a excede la suma de las células inmunorreactivas
para las subunidades 13 (lanaka er aL, 1990, 1991). Recientemente, se ha descrito la
secuencia aminoacídica de la subunidad a en R. caiesbeiana (Hayashi eí al., 1992) y además
se ha observado su presencia en gránulos secretores de células hipofisarias diferentes de las
gonadotrópicas o tirotrópicas, concretamente en células lactotrópicas, productoras de PRL,
de la misma especie (lanaka el al., 1992).
Otras hormonas, como los glucocorticoides y los esteroides gonadales, han sido
implicadas en la regulación de la secreción de ISH en mamíferos, a nivel hipofisario y/o
hipotalámico (véase Morley, 1981; Sharif, 1987; Pekary e: al., 1990). lambién se han
descrito diversos efectos de los corticosteroides sobre la actividad tiroidea en peces
teleósteos (véase Leatherland, 1988; Brown et al., 1991; Redding e: al., 1991). En anfibios
anuros, los corticosteroides aumentan la acción de las HT acelerando la metamorfosis (véase
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Dodó y Dodd, 1976; Kikuyama e: aL, 1982, 1983; Gray y Janssens, 1990; Hayes el aL,
1993), pero esta acción se ejerce a nivel periférico (Niki eí al., 1981; Suzuki y Kikuyama,
1983; Galton, 1990).
En cuanto a los esteroides gonadales, en animales poiquilotermos, fundamentalmente
peces, se han demostrado acciones de diversa naturaleza de estrógenos y andrógenos sobre
el eje tiroideo (Oliverau eí aL, 1981; Chakraborti y Bhattacharya, 1984; Leatherland, 1985;
Cyr el al., 1988). Sin embargo, estos efectos parece que se producirían más bien a nivel de
la propia glándula tiroidea (Bandyopadhyay e: al., 1991). Se han descrito efectos inhibidores
de E2 y testosterona (1) sobre la metamorfosis de anuros in vivo (Gray y Janssens, 1990;
Hayes e: al., 1993), pero no in vitro (Gray y Janssens, 1990), sugiriendo un efecto a nivel
central. En anfibios adultos, tanto la gonadectomía como la administración de esteroides
gonadales (E.2 o T) disminuye los niveles plasmáticos de Hl en hembras, pero no en machos,
de R. ridibunda (Vandorpe y Kúhn, 1989; Ktihn e: al., 1990). Se han identificado células que
unen esteroides gonadales en el cerebro de varias especies de anuros (Jorgensen, 1974) y se
ha observado la presencia de receptores de estrógenos y andrógenos en el cerebro (Callard,
1983; Lupo e: al., 1993), lo que apoyaría un efecto a nivel central también en anfibios
adultos.
Otros compuestos procedentes de la hipófisis anterior y que podrían tener un papel
en la regulación de la función tirotrópica en mamíferos, son la neurotensina, la neuromedina
B, la angiotensina II y la endotelina 3, aunque la importancia fisiológica de estos efectos no
se conoce todavía (véase Schwartz y Cherny, 1992). La localización de fibras neuromedina
B-”like’ inmunorreactivas en la pars nervosa, la eminencia media del complejo hipofisario
y la adenohipófisis de R. esculenía (Panzanelli e: al., 1991), sugiere la implicación de esta
molécula en la regulación neuroendocrina en anfibios, de manera similar a lo observado en
mamíferos, donde se ha descrito un efecto de la neuromedina B sobre la liberación de ISH,
pero no de GH y PRL (Rettori e: al., 1989). De manera similar, se han localizado lugares
de unión para angiotensina II en el sistema nervioso central de X. laevis, y el fuerte marcaje
observado en la pars nervosa y la pars disíalis de la hipófisis sugiere un papel modulador
importante de este péptido en la liberación de las hormonas neuro- y adenohipofisarias (Kloas
y Hanke, 1992).
En los mamíferos, el eje hipotálamo-hipófisis-tiroides (véase Ilustr. 9) es un ejemplo
de sistema de retroalimentación negativa en el que las Hl regulan la síntesis y secreción
de TSH (Shupnik e: al., 1989a). Esta acción de retroalimentación se ha estudiado
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fundamentalmente a nivel de la hipófisis anterior (Spira y Gordon, 1986; Shupnik el al.,
1989a,b; Iriuchijima eí al., 1992), aunque varios estudios han indicado que las HT también
pueden actuar directamente sobre el hipotálamo (Taylor el al., 1990; Rondeel et al., 1992),
y recientemente se ha sugerido que el principal papel fisiológico de la TRH, procedente del
núcleo paraventricular hipotalámico, puede ser regular el punto de ajuste de la
retroalimentación negativa ejercida por las Hl sobre las células tirotrópicas hipofisarias
(Greer e: al., 1993).
También se ha demostrado la existencia de una retroalimentación negativa de las HT
controlando la secreción de ISH a través de una acción directa sobre la hipófisis en reptiles
(Denver y Licht, 1988a,b; Licht y Denver, 1990), y en peces teleósteos (Bres y Eales, 1990),
-donde también podría producirse a nivel hipotalámico (véase Leatherland, 1987, 1988).
En larvas de anfibios, existen evidencias indirectas de la existencia de este mecanismo
de retroalimentación negativa, obtenidas en estudios histológicos del eje hipotálamo-hipófisis-
tiroides a lo largo de la metamorfosis (véase Dodd y Dodd, 1976; Goos, 1978; Rosenkilde,
1979). Así, el tratamiento de larvas con inhibidores de la actividad tiroidea, como el PIU,
causaba hipertrofia del tiroides, desgranulación e hipertrofia de las células tirotrópicas, y
desgranulación e hiperactividad de zonas del núcleo preóptico implicadas en la síntesis de
IRH (Mimnagh eí al., 1987). La administración exógena de 14 producía los efectos inversos
(véase Goos, 1978). En anfibios adultos, se ha sugerido recientemente que 13 y 14 actúan
directamente sobre la pan dUla/ls hipofisaria ejerciendo un control de retroalinientación
negativa de la secreción de TSH (Jacobs y Kúhn, 1992). Además, podría haber diferencias
en la sensibilidad a HT de las respuestas de la TSH a distintos factores liberadores
hipotalámicos (Jacobs y Kñhn, 1992).
Existe bastante bibliografía sobre la relación entre la glándula pineal y el eje tiroideo
en mamíferos (véase Morley, 1981; Vriend, 1983a,b; Lewinski eí aL, 1993) sugiriéndose
en general un efecto inhibidor de la pineal y de su principal producto hormonal, la
melatonina (MEL), sobre la función tiroidea, aunque los resultados son conflictivos. La
acción de la MEL sobre la función gonadal es bien conocida en mamíferos (Reiter, 1987,
1991) y parece ser el resultado de una acción indirecta, a nivel hipotalámico y/o hipofisario,
y posiblemente de una acción directa sobre las gónadas (Martin e: al., 1980; Pickering y
Niles, 1990; Vanecek y Klein, 1992; Webley y Luck, 1986; Niedziela y Lukaszyk, 1993).
Recientemente, se ha propuesto que la pars :uberalis adenohipofisaria podría estar modulando
la función de la pars disíalis, sobre todo de las funciones gonadotrópica y tirotrópica, como
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mediador de la acción de la MEL, en fetos y adultos de rata (Wittkowski e: al., 1992;
Holbeck el al., 1993). La pars :uberalis está constituida por células secretoras específicas
que son las primeras células adenohipofisarias en mostrar signos de actividad secretora
coincidiendo con la expresión de receptores de MEL durante el desarrollo de rata (Williams
el al., 1991).
En los vertebrados poiquilotermos, se han observado efectos gonadales diversos tras
la administración de MEL in vivo (véase Vivien-Roels, 1985). La mayoría de los estudios
realizados en anfibios, que indican un efecto inhibidor de la MEL sobre el eje gonadal, han
sido realizados ¡ti vivo (de Vlaming, ci al., 1974; Delgado e: al., 1983; Kupwade y Saidapur,
1986; Alonso-Bedate el al., 1988, 1990; Kasinathan y Gregalatchoumi, 1988), y los pocos
-~experimentos realizados in vhro indican en general una falta de efecto directo (Pierantoni ez
al., 1986; Gancedo el al., 1991b), apoyando una acción central de la MEL.
La acción de la MEL sobre los melanóforos de larvas de anuros, produciendo
agregación de los gránulos de pigmento en tomo al núcleo, fue el primer efecto descrito para
esta hormona (Bagnara, 1963). Se ha demostrado que para ejercer este efecto la MEL se une
a un receptor específico de membrana (Sugden, 1991> y que es capaz de inducir
desensibilización de los melanóforos iii vitro dependiendo de la concentración de a-MSH en
el medio (Rollag y Lynch, 1993).
La influencia de la MEL sobre la metamorfosis se ha estudiado in vivo en varias
especies de anuros y se ha observado que varía dependiendo de la especie, el ciclo luz-
oscuridad, y la concentración de MEL utilizada, entre otros factores, aunque en casi todos
los casos se ha descrito un retraso del crecimiento y/o desarrollo (Gutiérrez ci al., 1984;
Delgado ci al., 1984, 1987; Alonso-Bedate ci aL, 1985; Edwards y Pivorun, 1991; Wright
e: al., 1991). El único estudio del efecto de la MEL sobre la metamorfosis inducida por 14
in viíro (Wright e: al., 1991), parece indicar que, al menos parte de la acción de la hormona,
se ejerce a nivel periférico.
La MEL es producida en la pineal, como hemos citado con anterioridad, y en la reúna
de muchas especies (Wiechmann, 1986; Skene e: aL, 1991; Cahilí e: aL, 1991). En anfibios
anuros y concretamente en R. perezí, se ha observado que la MEL sintetizada ocularmente
contribuye de manera significativa a los niveles circulantes de esta hormona (Delgado y
Vivien-Roels, 1989>, como se había sugerido ya en larvas de X. laevis (Baker, 1969; Baker
y Hoff, 1971). Receptores de alta afinidad para MEL han sido descritos en retina y cerebro
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de R. pipiens (Wiechmann y Wirsig-Wiechmann, 1991, 1993), R. esculenía y X. laevis
(Skene el al., 1993).
4.1.2. REGULACIóN PERIFERICA: TEJIDOS DIANA-DESYODASAS Y RECEPTORES
.
El principal factor que controla la acción de las HT sobre los tejidos periféricos es
claramente la cantidad de Hl producida por la glándula tiroidea. Sin embargo, también se
produce una regulación a nivel de las propias células diana. En este sentido, la acción de las
Hl puede verse alterada por un cambio en el número de receptores y/o la afinidad de los
mismos. Otros elementos susceptibles de regulación serían las enzimas implicadas en el
metabolismo de Hl.
Cada vez hay más evidencias que apuntan hacia la participación de las hormonas
hipofisarias en el control de la monodesyodación periférica de 14 a 13. En este sentido, se
ha observado un efecto estimulador de la GH en homeotermos (Kúhn, 1993; Kúhn el al.,
1986a,b, 1987a, 1993a).
También en peces teleósteos se han descrito efectos generalmente estimuladores de
la OH, tanto de origen homólogo como heterólogo, sobre la 5’D hepática in vivo (De Luze
y Leloup, 1984; MacLatchy y Eaies, 1990; De Luze el aL, 1989; Yamada eí aL, 1993),
aunque se ha observado una falta de efecto en microsomas de hepatocitos aislados (Sweeting
y Bales, 1992c). lambién se ha encontrado un efecto positivo de la GH ovina sobre la 5’D
en branquias (Yamada el al., 1993). Por otra parte, la PRL ovina, pero no la de salmónidos,
estimula la 5’D en anguila (De Luze y Leloup, 1984; De Luze el aL, 1984, 1989). Sin
embargo, parece que la actividad 51) seda independiente de la hipófisis en tilapia (Byamungu
eí aL, 1990).
En los anfibios, las inyecciones de OH y PRL de origen anfibio no alteraron la
actividad 5’D en riñón, piel, hígado o tejido adiposo de adultos de R. ridibunda, aunque sí
se observó un descenso de esta actividad en riñón tras hipofisectomía (Kúhn a al., 1990).
Otras hormonas, como los glucocorticoides y los esteroides sexuales, parecen ejercer
un control sobre la monodesyodasa en vertebrados. Así, se ha demostrado un efecto de
estrógenos y glucocorticoides sobre la actividad 5’D hepática en homeotermos (Galton, 1971;
Decuypere e: al., 1983; Kúhn, 1990). En cuanto a los poiquilotermos, existen datos que
apoyan un efecto estimulador del cortisol y la testosterona sobre la 5’ 1) hepática en peces
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(Vijayan eí aL, 1988; MacLatchy y Eales, 1988), mientras que el estradiol parece inhibiría
(Cyr el al., 1988). Recientemente, se ha descrito un efecto inhibidor del E2 sobre la actividad
5’D, y un efecto estimulador sobre la 5D, en varios tejidos de una especie de salmónido (O.
masou: Yamada eí al., 1993). En este mismo estudio no se encontró ningún efecto de la 1
sobre la actividad 5’D sugiriéndose que la respuesta podría depender del estado de desarrollo
de los animales, y el cortisol sólo indujo un aumento de la 5 ‘D en branquias (Yamada a £21.,
1993).
Por otra parte, no se ha observado un efecto de los corticosteroides sobre la 5’D renal
en anfibios adultos (Kúhn, 1990). Sin embargo, parece que en larvas de R. caíesbeiana sí
se produce un efecto positivo de la corticosterona sobre el “turnover” de Hl y la
desyodación periférica de 14 (Galton, 1990). La administración de E2, pero no la
ovariectomía, disminuye la actividad 5’D en R. ridibunda (Vandorpe y Ktihn, 1989). En
machos de la misma especie la gonadectomía tampoco afectó a la actividad 5’D (Kúhn e: al.,
1990).
Con relación al efecto de las Hl sobre la desyodación periférica, en situaciones de
hipotiroidismo experimental (tratamiento con inhibidores, tiroidectomía, dietas bajas en yodo)
se observa un incremento de la actividad 5’D II y un descenso de la 5’D III en distintas
zonas del cerebro de ratas adultas (Kaplan, 1984; Serrano-Lozano el al., 1993; Thakare el
al., 1993), fetos y neonatos (Obregón el aL, 1991), mientras que disminuye en hígado (tipo
1) (Keck el al., 1990; Thakare el al., 1993; Obregón eí al., 1991). Asimismo, el aumento
de los niveles de 14 en plasma induce un incremento de la actividad 5’D 1 hepática en ratas
(Keck el aL, 1990).
Se ha demostrado en peces que la ‘l’~ autorregula su producción hepática (Eales el aL,
1990) actuando directamente sobre los hepatocitos mediante modificaciones de las rutas de
desyodación (Sweeting y Eales, 1992). De este modo, la administración exógena de 13 en
trucha arco iris (O. mykiss) suprime la producción endógena de 13 mediante la inhibición de
la 5’D hepática, sin alterar prácticamente los niveles circulantes de 14, y además se
desarrolla una dependencia de 13 (Eales y Finnson, 1991). Recientemente, se ha llevado a
cabo un estudio completo del efecto de 13 y 14 sobre las distintas actividades desyodasas de
varios tejidos de la trucha arco iris, concluyéndose que la 13 deprime las actividades 5’D de
alta y baja afinidad, mientras que induce un incremento de las actividades 5D que
transforman 14 en rl3 y 13 en 12. Sin embargo, las repuestas a T4 se restringen
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principalmente a la inhibición de la 5’D de alta afinidad en hígado y riñón (MacLatchy y
Bales, 1993).
La correlación observada entre los niveles circulantes de Hl y la actividad 5 ‘D
durante la metamorfosis de anfibios anuros sugiere la existencia de una regulación de este
proceso ejercida por las propias HT, como se ha demostrado en larvas pre- y
prometamórficas (Buscaglia a al., 1985; Galton, 1988b; Ando el aL, 1991). En este sentido,
se ha observado que la admisnistración de 13 y 14, a dosis capaces de inducir metamorfosis,
provoca una estimulación de la 5’D similar a la observada en clímax y este efecto desaparece
cuando cesa el tratamiento (Buscaglia e: al., 1985). Sin embargo, en el ajolote neoténico no
se observa un incremento de la 5’D tras el tratamiento con 14 en dosis que inducen
metamorfosis anatómica (Galton, 1992). Por otra parte, las Hl podrían inducir un descenso
en la actividad 5D hepática, ya que ésta es alta cuando los niveles de Hl son bajos y
disminuye en clímax (Galton, 1988b).
En cuanto a la regulación periférica a nivel de receptores, como ya hemos citado
anteriormente, los corticosteroides, principalmente aldosterona y corticosterona en anfibios,
aceleran la metamorfosis inducida por HT (Kikuyama e: al., 1982) y se ha demostrado que
esta acción está mediada, al menos en parte, por un aumento en la capacidad de unión
nuclear para 13 sin afectar a la afinidad, en fi. japonicus (Niki e: al., 1981) y R.
caíesbeiana, requeriendo síntesis de novo de proteínas y ARN (Suzuki y Kikuyama, 1983).
En cuanto a la conocida acción antimetamórfica de la PRL (Kikuyama, 1989), también
parece ejercerse a nivel periférico (véase Kikuyama e: al., 1988). Así, se ha demostrado que
la PRL inhibe tanto la morfogénesis como la muerte celular programada inducida por 13 en
cultivos organotípicos de larvas de Xenopus (Tata ci al., 1991). El mecanismo por el cual
la PRL actúa parece implicar al AMPc (Yamamoto ci al., 1979). Además, se ha observado
recientemente que la PRL anula la autoinducción temprana del ARNm de los receptores de
Hl a y fi que lleva a cabo la 13 ¿ti vivo e in vi¡tro en Xenopus, sugiriendo que este
mecanismo podría explicar la acción antimetamórfica de la PRL (Balcer y lata, 1992), ya que
también se inhibió la posterior inducción de novo del gen de queratina que se sabe que es un
gen diana de la 13.
La administración de 13 modifica la cantidad de receptores de Hl a través de un
aumento en la degradación de los mismos en mamíferos (Samuels el al., 1982), y
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probablemente en peces teleósteos (Omeljaniuk y Eales, 1985). Alternativamente, podría
producirse un incremento de la capacidad máxima de unión, aunque otros factores, como el
balance energético, parecen influir (Morovat y Dauncey, 1990). También se ha demostrado
una regulación positiva de la expresión génica de los receptores de Hl ejercida por las Hl
(Lebel e: al., 1993). Sin embargo, la regulación del número de receptores de HI, comparado
con la regulación de la 5’D, no parece ser determinante del estado tiroideo periférico (Eales,
1990). Es importante destacar que, precisamente debido a la desyodación que se lleva a cabo
en los tejidos, los niveles circulantes de Hl no siempre reflejan las concentraciones
intracelulares (Larsen e: al., 1981; Duelínian y Trueb, 1986), que a su vez determinarían el
grado de ocupación de los receptores. En este sentido, se ha demostrado que la 13 que se
encuentra unida a receptores putativos de Hl en hígado y branquias de trucha es generada
dentro de los propios tejidos en un elevado porcentaje (MacLatchy y Fales, 1992b),
resaltando una vez más la importancia de la desyodación periférica en la determinación de
la actividad tiroidea global.
En larvas premetamórficas de R. catesbetana, el tratamiento con 14 induce cambios
morfológicos sustanciales que van acompaiNados de un incremento del número de receptores
de HI, pero no de la afinidad de los mismos, en núcleos de eritrocitos (Galton, 1984;
Moriya e: al., 1984), pero no de células hepáticas (Galton, 1986). Asimismo, se ha descrito
un aumento del número de receptores de Hl inducido por 14 en núcleos de la aleta caudal,
donde también se observa este aumento de receptores de Hl durante el desarrollo espontáneo
(Yoshizato y Frieden, 1975). Sin embargo, en A. mex¡canum el tratamiento con ff1’ no
aumentó el número de receptores en eritrocitos, aunque podría deberse a que ya hubieran
alcanzado el máximo, ya que los individuos estaban bastante avanzados en el desarrollo
(Galton, 1992).
La administración tanto de 13 como de 14 a lanas en cualquier estado provoca un
máximo del número de receptores nucleares de Hl en eritrocitos equivalente al observado
durante el clímax espontáneo (Galton, 1988b). Por otra parte, se ha demostrado
recientemente, en larvas premetamórficas de R. caíesbeiana, que la inducción ¡ti vivo de
receptores de Hl ej ercida por 13, en eritrocitos y hepatocitos, se reproduce ¡ti vilro (Thomas
el al., 1992; Helbing el al., 1992) y que, en eritrocitos, depende de síntesis de ARN y
proteínas (Ihomas el al., 1992). Además, la autoinducción de los receptores de Hl que se
produce durante la metamorfosis se reproduce en una línea celular de Xenopu~s (XIC-2), y
parece que están implicadas proteínas intermediarias (Machuca y lata, 1992).
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Se ha estudiado la expresión de los receptores de HT a y fi y de sus genes durante
la metamorfosis de X. laevis y R. caíesbe¡ana (Yaoita y Brown, 1990; Yaoita el al., 1990;
Kawahara e: al., 1991: Schneider y Galton, 1991) y se ha observado que la 13 produce
autoinducción del ARNm de los receptores a y fi, siendo una de las respuestas más
tempranas de la actividad génica a 13 (Yaoita y Brown, 1990; Kawahara el al., 1991).
Por último, el tiroides de mamíferos tiene la capacidad de regular la cantidad de
yoduro que capta y la cantidad de hormona que sintetiza, incluso en ausencia de TSH, de
forma que se habla de la existencia de una autorregulación tiroidea, que tiene como
principal objetivo escapar del efecto inhibidor que supondría un aporte excesivo de yoduro
-(efecto Wolff-ChaikofO, de manera que entraría en funcionamiento un mecanismo
intratiroideo de retroalimentación negativa reduciéndose el transporte activo de yoduro
(Escobar eí aL, 1992).
4.2. Regulación ambiental.
4.2.1. CAMBIOS ESTACIONALES Y DIARIOS EN LA FUNCIÓN TIROIDEA
.
La hipótesis de que la función tiroidea podía estar regulada por factores ambientales,
surgió, en parte, a la luz de observaciones que ponían de manifiesto la existencia de cambios
estacionales de la actividad tiroidea. Los cambios cíclicos de la función tiroidea siguen
patrones muy variados en los distintos grupos de animales y, en general, su conocimiento es
bastante limitado desde el punto de vista de su regulación e importancia fisiológica. En
algunos casos, las alteraciones estacionales de la función tiroidea coinciden con el desarrollo
sexual o cambios de temperatura; mientras que en otros, el fotoperíodo parece ser el
principal factor ambiental implicado. Otros factores, como la alimentación, parecen tener
también una función importante en este sentido. Por otra parte, es frecuente que se produzcan
interacciones entre los factores endógenos y los ambientales, complicando en gran medida
las aproximaciones experimentales para el estudio de la influencia ambiental y la
interpretación de los resultados obtenidos. Además, las variaciones específicas son casi una
norma en lugar de una excepción (Brown, 1988).
Numerosos estudios realizados en mamíferos (conejo: Saad y Baylé, 1985; ballena:
Aubin y Geraci, 1989; ciervo: Bubenik y Brown, 1989; rata: Herrmann eí al., 1990) y aves
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(palomas: Saarela e: al., 1986; pingúino: Groscolas y Leloup, 1986; ganso: George y John,
1990) han puesto de manifiesto la existencia de cambios estacionales de la función tiroidea
Existen también bastantes estudios que describen cambios estacionales en distintos
parámetros de la función tiroidea en peces (Eales y Fletcher, 1982; Chakraborti y
Bhattacharya, 1984; Ueda e: aL, 1984; Grau e: aL, 1985; Leatherland, 1987; Brown, 1988;
Stryjek-Kaminska el al., 1988; Youngson y McLay, 1989) y reptiles (Vivien-Roels, 1969;
Bona-Gallo e: al., 1980; John-Alder, 1984; Kar y Chandola-Saldani, 1985; Licht e: al.,
1985; Licht el al., 199 ib). Sin embargo, los datos disponibles en anfibios no son tan
abundantes.
Las alteraciones estacionales en el grado de desarrollo de larvas de anuros se deben
en gran medida a los efectos de la temperatura sobre la secreción de 1-IT y la capacidad de
respuesta de los tejidos a las mismas (véase Dodd y Dodd, 1976). El desarrollo ocurre más
rápidamente durante el clímax, y este mayor grado de desarrollo se ve aumentado por el
hecho de que las larvas metamórficas seleccionan temperaturas acuáticas superiores
(Wollmuth y Crawshaw, 1988). En otoño se produce una interrupción en el desarrollo que
parece deberse a una inactivación del eje tiroideo como consecuencia del descenso en la
temperatura (véase Dodd y Dodd, 1976). Recientemente se han aportado datos que revelan
la existencia de un ritmo anual que afecta al grado de desarrollo y a la regulación
comportamental de la temperatura corporal en larvas de R. catesbetana, estando implicadas
probablemente las Hl (Crawshaw e: al., 1992).
La actividad del eje hipotálamo-hipófisis-tiroides varía estacionalmente en anfibios
adultos. En este sentido, los niveles hipotalámicos de IRH en R. p¡piens son menores en
primavera que en otoño o invierno (Jackson el al., 1977). Las células tirotrópicas hipofisarias
y las células foliculares tiroideas muestran variaciones estacionales paralelas (Rosenkilde,
1979). También se han descrito cambios estacionales en la capacidad de respuesta a los
distintos factores hipotalámicos que estimulan la función tiroidea a nivel hipofisario. Así, la
GnRH es más potente que la IRH estimulando los niveles plasmáticos de 14 en R. ridibunda
en Noviembre. Sin embargo, en Febrero menos de la mitad de los individuos de R.
temporaria respondieron a GnRH (Jacobs el al., 1988b). Las diferencias observadas podrían
deberse a la especie o a la temperatura. También se producen distintas variaciones
estacionales de la actividad tiroidea dependiendo de las especies. La captación de yodo por
el tiroides a temperaturas bajas disminuye en fi. bufo (véase Herman, 1992) y aumenta en
R. temporaria (Ceusters e: al., 1978). El contenido tiroideo de T3 y 14 es bajo durante el
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invierno en R. ridibunda, y aumenta rápidamente tras la hibernación alcanzando niveles
máximos en Mayo-Junio. En cuanto a los niveles plasmáticos de HT, la T3 se mantiene baja
en Diciembre y Marzo y la 14 muestra concentraciones bajas durante el invierno seguidas de
un patrón bifásico (Ktihn eí al., 1985a) o monofásico (Vandorpe el al., 1987). En Bufo
viridis se observa un máximo en los niveles séricos de 14 al principio del verano y niveles
más bajos al principio del otoño (Rosenkilde y Jergensen, 1977), mientras que fi. bufo
presenta niveles de 14 más altos durante la hibernación y la época de reproducción
primaveral que en verano y otoño (Rosenkilde y Jorgensen, 1977; Rosenkilde, 1982), al igual
que ocurre en A. tigrinum (Norris e: al., 1977), lo que sugiere la posibilidad de que los
niveles hormonales estén inversamente relacionados con la temperatura ambiental. En fi.
japonicus se encuentran dos picos en el ciclo anual de HT, de forma que la primera elevación
comienza al principio del invierno, alcanzando el máximo en Marzo. El segundo pico, menos
pronunciado, aparece cuando los animales llegan al agua, dónde se llevará a cabo la
reproducción (Tasaki a al., 1986). Niveles bajos de 14 plasmática durante la época de
reproducción e hibernación en fi. regularis contrastan con niveles elevados en verano (Saad
y Ah, 1992). También se han observado cambios estacionales en la actividad 5’D en
homogeneizados de riñón y piel de machos de R. ridibunda, con niveles altos en Abril-Junio
seguidos de un mínimo en Julio-Agosto. El hecho de que esta actividad enzimática presente
cambios opuestos a los de la 14 plasmática parece indicar que efectivamente refleja cambios
en la monodesyodación periférica de 14 a 13 (Vandorpe eí al., 1987). lodos los trabajos
anteriormente citados describen cambios estacionales de la función tiroidea en especies de
regiones templadas. Sin embargo, también se han demostrado variaciones anuales en el
contenido tiroideo y la concentración plasmática de 14 en hembras, pero no en machos, de
Dicroglossus occ¡p¡íalis, especie ecuatorial que experimenta condiciones ambientales
prácticamente constantes a lo largo del año (Kúhn a al., 1987b,c).
En relación a los ritmos diarios de la actividad tiroidea, que está establecida en
mamíferos (Nicolau y Haus, 1992), se han realizado estudios que indican la existencia de
tales ritmos en algunas especies de peces teleósteos (véase Brown, 1988; Leatherland e: al.,
1992; Spieler, 1992). En reptiles, los pocos datos disponibles parecen indicar que no se
producen fluctuaciones significativas en los niveles de T4 (Licht el al., 1985).
En anfibios, muy pocos estudios han analizado cambios diarios de la actividad
tiroidea. En un estudio realizado en salamandras neoténicas (A. :igrinum), los niveles
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plasmáticos de Hl presentaron variaciones circadianas en Mayo, pero no en Octubre (Norris
el aL, 1981). Por otra parte, se ha descrito la existencia de un ritmo diario de Hl tanto en
plasma como en tiroides de machos de R. ridibunda en Octubre y Diciembre (Kúhn e: al.,
1983). También se ha sugerido la existencia de variaciones circadianas de la actividad 5’D
en homogeneizados renales de machos de R. ridibunda (Kúhn e: al., 1990).
Otros estudios, llevados a cabo en larvas, han intentado otro tipo de aproximación
experimental en la que se analiza el efecto de la administración de 14 en distintos momentos
del ciclo diario de luz-oscuridad (L:D), simulando ritmos circadianos de secreción hormonal,
sobre distintos parámetros metamórficos. En este sentido, se han observado variaciones
circadianas en la capacidad de respuesta de los tejidos diana a la 14, de modo que los
--cambios metamórficos y proliferativos son más rápidos cuando la 14 se administra durante
la fase de luz (Wright eí al., 1986, 1990; Burns cí aL, 1987). Por otra parte, el tratamiento
con un pulso de luz de una hora de duración, antes o después de la administración de 14,
contrarresta el retraso metamórfico resultante del tratamiento con ‘l’4 al principio de la fase
oscura (Wright e: aL, 1988a).
En muchas ocasiones se superponen ritmos diarios y estacionales de la función
tiroidea, dando lugar a complicados patrones de actividad.
4.2.2. EFECTO DE LA LUZ Y DEL FOTOPERIODO
.
La manipulación del fotoperiodo provoca alteraciones de la función tiroidea en peces.
La aclimatación a oscuridad constante generalmente tiene efectos inhibidores al igual que la
aclimatación a días largos, mientras que la aclimatación a días cortos tiende a promover la
actividad tiroidea. La respuesta a fotoperíodos crecientes o decrecientes puede variar
estacionalmente y parece ser más importante que la duración concreta del fotoperiodo (véase
Brown, 1988). Un aspecto importante de la regulación ambiental de la función tiroidea en
peces teleósteos podría ser el control fotoperiódico de las propiedades del mecanismo de
retroalimentación negativa en contraposición a los efectos de la temperatura (Grau el al.,
1985; Grau, 1988; Brown, 1988). En este contexto, la reducción de la sensibilidad del
mecanismo de retroalimentación negativa inducida por los días cortos podría promover la
aparición de respuestas más prolongadas a la TSH, con el efecto neto del mantenimiento de
los niveles plasmáticos de HT en un momento (invierno) en el que los efectos de la
temperatura tenderían a inhibir la secreción. El efecto opuesto contribuiría a la atenuación
de las respuestas a la TSH en verano.
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Se ha sugerido que la luz desempeña un papel importante en la regulación del
crecimiento y la metamorfosis de anfibios. Existen evidencias que indican que esta acción
de la luz se realiza a través del eje hipotálamo-hipófisis-tiroides (véase Dodd y Dodd, 1976).
La exposición de larvas de anuros y urodelos a luz continua estimula el desarrollo
metamórfico, mientras que la oscuridad constante impide el progreso de la metamorfosis.
Así, larvas prometamórficas de R. p¡piens mostraron un desarrollo más rápido cuando eran
sometidas a luz constante (24L) y a un fotoperiodo intermedio (12L: 12D) que bajo
condiciones de oscuridad continua (24D) (Bichíer y Gray, 1976). Resultados similares se
obtuvieron con lanas premetamórficas de R. perezí, de manera que el crecimiento era mayor
en fotoperiodo corto (6L: 1 8D) que en 24D (Delgado eí al., 1984). También en R. p¡p¡ens,
se ha observado que los fotoperíodos más largos aceleran la metamorfosis inducida por ‘l’4
(Wright e: aL, 1988b). Además, se observó que la duración diaria afectaba al progreso de
la metamorfosis, de forma que cuanto más corto era el ciclo diario más rápido era el
crecimiento (9L:9D > 12L:12D > 15L:15D).
También se han encontrado efectos estimuladores, tanto de fotoperíodos cortos
(6L: lSD, 1L:23D) como de oscuridad constante (24D), sobre el crecimiento y la
metamorfosis de larvas pre- y prometamórficas de D. piclus (Delgado eí al., 1984; Gutiérrez
el al., 1984), en comparación con 24L y 14L: lOD. Además, se ha observado un efecto
inhibidor de 24L sobre el crecimiento y el desarrollo de larvas de 1<. laevis (Delgado el al.,
1987). En esta misma especie, también se ha descrito un mayor grado de desarrollo y
crecimiento en IL:23D que en 23L: ID (Edwards y Pivorun, 1991). En urodelos, larvas y
adultos, se ha observado un efecto depresor de la iluminación constante (Grant y Waterman,
1961).
Por otra parte, Crawshaw y colaboradores (1992) encontraron que la influencia del
fotoperíodo sobre el desarrollo metamórfico de R. catesbetana varía estacionalmente, incluso
manteniendo la temperatura constante. Las larvas mantenidas en fotoperiodo corto al
principio del verano se desarrollaron ligeramente más rápido que las de fotoperiodos largos,
mientras que al final del verano no se observó ningún efecto del fotoperiodo. A partir de la
mitad de Septiembre, vuelve a observarse una acción del fotoperíodo, aunque en este caso
fueron las lanas mantenidas en fotoperíodos largos las que se desarrollaron más rápidamente.
En anuros adultos se ha observado que machos de R. p¡piens sometidos a 24D
presentan un mayor contenido de IRH pineal que los sometidos a 24L. Sin embargo, el
contenido de IBM hipotalámico no se vió afectado por el grado de iluminación (Jackson e:
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al., 1977). Machos de R. ridibunda hibemantes en Enero poseen un menor contenido tiroideo
de Hl que en Septiembre y Octubre, aunque los niveles circulantes de 13 se mantienen y los
de 14 incluso aumentan (Kúhn e: al., 1983). Los autores sugieren que el aumento del
fotoperíodo en Enero sería responsable de este aumento en la secreción de T4 (Kúhn e: al.,
1983, 1985). También se ha observado un efecto estimulador de 24D sobre los niveles
circulantes de 14 y 13 en individuos adultos de R. ridibunda mantenidos a 4
0C en Diciembre
(Kiihn el al., 1990). Además, estos autores encontraron un efecto de la intensidad de la luz
en el mismo sentido cuando los animales eran sometidos a fotoperiodo corto (8L: 16D) pero
no con fotoperiodo largo (14L: lOD), de modo que se encontraron niveles más elevados de
14 plasmática en aquellos animales en los que la intensidad de luz fue menor (500 lux vs
2500 lux), mientras que los niveles de 13 no se vieron afectados (Kúhn e: al., 1990).
4.2.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA
.
La temperatura tiene en general efectos muy importantes sobre las funciones de todos
los animales, que muestran diferentes tipos de relaciones térmicas con su ambiente. Los dos
tipos de relaciones térmicas más relevantes son la homeotermia y la poiquilotermia, aunque
en la actualidad se tiende más a hablar de endotermia y ectotermia, respectivamente. La
diferencia entre estas dos terminologías se basa fundamentalmente en que la primera enfatiza
la constancia (homeotermia) o la variabilidad (poiquilotermia) de la temperatura corporal con
las condiciones ambientales, mientras que en el segundo caso se pone más énfasis en el
mecanismo por el que la temperatura corporal viene determinada, de manera que en los
endotermos vendría dada por mecanismos fisiológicos endógenos (termorregulación
fisiológica) y en los ectotermos estaría determinada primariamente por las condiciones
térmicas externas (Hill y Wyse, 1992). Sin embargo, también los animales poiquilotermos,
en mayor o menor medida dependiendo de los grupos animales, pueden llevar a cabo una
cierta termorregulación, fundamentalmente de carácter comportamenta] mediante la selección
de su ambiente térmico (Sievert, 1991; Hutchison y Dupré, 1992).
Las mediciones fisiológicas realizadas en anfibios a una temperatura dada pueden no
proporcionar siempre los mismos resultados debido a que tales mediciones dependen a
menudo de la historia térmica del animal. Este fenómeno es el resultado de las respuestas
bioquímicas y fisiológicas a la exposición continua a una determinada temperatura y se
conoce en general como aclimatación a la temperatura. Sin embargo, en la bibliografía
pueden encontrarse distintas definiciones para la expresión “aclimatación térmica” (Rome el
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aL, 1992). La más general hace referencia exclusivamente a la exposición durante un tiempo
suficientemente largo (días o semanas) a una temperatura concreta, es decir es equivalente
a la historia térmica del animal. Una definición más estricta requeriría que el animal
experimente algún cambio en el parámetro estimado tras su exposición al frío o al calor.
Generalmente, en los diseños experimentales habituales se utiliza una mezcla de estas dos
definiciones, de manera que suele denominarse temperatura de aclimatación a aquella
utilizada durante el período experimental, siendo su principal objetivo, sin embargo, la
detección de un posible efecto de la temperatura sobre un parámetro fisiológico concreto.
La temperatura desempeña un papel dominante en el control de muchos aspectos de
la función endocrina en animales poiquilotermos. Por ejemplo, la función endocrina gonadal
es de las más sensibles a la temperatura, mientras que la secreción de HT muestra más
variaciones interespecíficas y, en general, una menor termosensibilidad. Sin embargo, la
mayoría de la información disponible al respecto procede de estudios in vivo, lo que complica
enormemente la interpretación de los resultados. Por otra parte, en muchas ocasiones los
efectos observados podrían deberse al efecto depresor que tiene la temperatura sobre las
reacciones biológicas en general y no a un efecto específico de este factor ambiental sobre
una función endocrina concreta.
En peces las temperaturas bajas, al contrario que las altas, tienden a inhibir la
secreción de HT (Grau, 1988; Brown, 1988). En la tortuga P. scrzp:a la respuesta secretora
de las células tirotrópicas hipofisarias a IRH y del tiroides a ISH dependen de la
temperatura, de modo que a 5”C las funciones secretoras se suprimen y a 280C son
máximas, pero varían enormemente a temperaturas intermedias (Licht et al., 1989). Por otra
parte, la sensibilidad térmica de estos dos componentes del mismo sistema es diferente. Así,
la glándula tiroidea es relativamente insensible a la temperatura en comparación con la
hipófisis. Además, parece que la supresión de las acciones hormonales por el frío en esta
especie se debe fundamentalmente a procesos post-receptor más que a la unión a receptores
per se (Licht e: al., 1990b).
El papel de la temperatura en la fisiología de la metamorfosis de anfibios se estableció
hace mucho tiempo. Las temperaturas bajas (=50C)inhiben la metamorfosis y la acción de
las HT (Moriya, 1983), y la duración de los estados aumenta según desciende la temperatura.
El efecto de la temperatura es más marcado a medida que la actividad tiroidea se aproxima
a su máximo (véase Dodd y Dodd, 1976). Se ha establecido el grado de desarrollo en función
de la temperatura para varias especies de anfibios, pero las tasas de producción y ciculación
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de las hormonas así como el grado de sensibilidad de los tejidos diana a las hormonas con
respecto a la temperatura permanecen desconocidas en esencia, a pesar de que la producción
endocrina también está correlacionada con la temperatura en larvas de anfibios (Duelíman
y lrueb, 1986). La temperatura podría actuar sobre el eje hipotálamo-hipófisis-tiroides y a
nivel tisular. En este sentido, se ha observado una depresión de la secreción de 14 a
temperaturas bajas. También se ha observado que los tejidos de anfibios no unen Hl por
debajo de los ST y además la vida media de las Hl aumenta con la temperatura baja (véase
Dodd y Dodd, 1976). Sin embargo, recientemente se ha descrito un ritmo estacional de
desarrollo en larvas de R. calesbetana en el que parecen estar influyendo otros factores que
no son la temperatura, puesto que a temperatura constante (250C) las larvas se desarrollaron
más rápidamente en verano que en invierno (Crawshaw et al., 1992).
En anuros adultos se ha observado que el frío induce un descenso en la captación
tiroidea de yodo y en los niveles plasmáticos de 14 en Bufo (véase Kúhn, 1990). También
se ha descrito un incremento en la captación tiroidea de yodo como respuesta a la elevación
de la temperatura en machos, pero no en hembras, de R. temporaria (Ceusters e: al., 1978).
Estos resultados podrían explicarse como una acción de la temperatura sobre la cinética de
la reacción implicada. Por otra parte, se observó una relación inversa entre el contenido
tiroideo de 14 y el grado de captación de yodo. Posteriormente, Kúhn y colaboradores (1983)
encontraron en machos de R. ridibunda que la temperatura no afecta a los niveles circulantes
de Hl en Diciembre aunque afecta a la ritmicidad tiroidea diaria.
Experimentos de aclimatación térmica en anuros adultos han indicado un efecto de la
misma sobre el metabolismo oxidativo (Lagerspetz e: al., 1974; Chiu y Tong, 1979; Pérez-
Campo el al., 1990), sugiriéndose que estos efectos de aclimatación metabólica son mediados
por el tiroides (Lagerspetz eí al., 1974).
4.2.4. EFECTO DE LA ALIMENTACIÓN
.
Estudios realizados en mamíferos, aves y peces indican que las alteraciones en la
cantidad o el patrón de ingesta afecta a la función tiroidea a distintos niveles, desde la
liberación de ISH hasta las acciones post-receptor de las Hl a nivel celular (véase Danforth
y Burger, 1989; Eales, 1988). Cambios agudos y crónicos de la ingestión de nutrientes
provocan fundamentalmente cambios tiroideos a dos niveles: 1) regulación de la secreción
de 14 a través del control del eje hipotálamo-hipofisario y 2) conversión periférica de 14 a
13 e interacción con sus receptores nucleares (Eales, 1988). En trucha (Salmo gairdneri) la
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alimentación incrementa la 14 plasmática a corto píazo (Cook y Eales, 1987). Sin embargo,
en carpa dorada (Carassius auratus) no se observa este efecto (Spieler y Noeske, 1984),
aunque sí se aprecia un descenso de los niveles plasmáticos de HI, así como de la fracción
libre tiroidea de 14, tras dos días de ayuno (De Pedro e: al., 1994b).
Los estudios de la relación de la alimentación y la metamorfosis de anfibios han
tratado fundamentalmente del efecto del ayuno y de diferentes nutrientes o tipos de comida
específicos, observándose un retraso de la metamorfosis y una inhibición del crecimiento
como consecuencia del ayuno en estados tempranos de R. pipiens y R. sylvaíica, aunque en
estados tardíos se producía una aceleración de la metamorfosis (véase Kaltenbach e: al.,
1981). Más recientemente, se ha evaluado la influencia del horario de alimentación en larvas
-de R. jnpiens mantenidos en un fotoperiodo 19L:5D, no encontrándose diferencias en el
grado de crecimiento o desarrollo metamórfico entre los distintos grupos que habían sido
alimentados cada 18, 24 ó 30 h (Wright e: aL, 1988). En cuanto a los anfibios adultos, los
niveles plasmáticos y el contenido tiroideo de Hl en machos de R. ridibunda no se
modificaron por el ayuno. Además, las ranas hibemantes sin alimentar no presentaron niveles
circulantes de MT menores que los de los animales no hibemantes y alimentados (Kúhn a
aL, 1983).
II. OBJETIVOS
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El conocimiento actual sobre los distintos aspectos del funcionamiento y regulación
del eje tiroideo está restringido fundamentalmente a los animales homeotermos, sobre todo
mamíferos, siendo muchos de estos aspectos menos conocidos en los poiquilotermos. Dentro
de los poiquiotermos es de destacar la escasez de trabajos dedicados a los anfibios y
especialmente en individuos adultos. leniendo en cuenta la importancia que las hormonas
tiroideas tienen en multitud de procesos fisiológicos en los distintos grupos de vertebrados,
nos planteamos el estudio del eje tiroideo en el anfibio anuro más abundante de España, la
Rano perezí, de la que, además, no existe ninguna información a este respecto.
El objetivo global de esta Tesis Doctoral ha sido fundamentalmente caracterizar los
patrones de actividad tiroidea de larvas y adultos de R. perezí, así como profundizar en los
factores endógenos y ambientales que los determinan.
En primer lugar era necesaria la puesta a punto del método analítico que ha
constituido la base de este estudio por lo que se llevó a cabo la validación de los
radioinmunoensayos (RIAs) de hormonas tiroideas, con el objeto de probar su adecuabilidad
para la determinación de 1V3 y 14 en muestras procedentes de larvas y adultos de R. perezí.
Asimismo, se validaron los RIAs de hormonas esteroides (estradiol, testosterona y
progesterona) para distinto tipo de muestras de R. perezi que fueron utilizados en algunos
diseños experimentales.
La mayoría de los vertebrados que habitan la regiones templadas del planeta presentan
variaciones cíclicas, diarias y estacionales, en ciertas funciones tales como la reproducción
y la actividad tiroidea. Los estudios de las posibles fluctuaciones diarias de la actividad
tiroidea en anfibios son muy limitados (dos estudios según nuestro conocimiento) y nunca se
han llevado a cabo durante la metamorfosis, de modo que nos planteamos el estudio de los
posibles cambios día/noche de la actividad tiroidea a lo largo de la ontogenia, así como en
las distintas estaciones anuales en individuos adultos de R. perezi. Asimismo, y teniendo
indicios de que la actividad tiroidea de individuos adultos de esta especie podía presentar
diferencias relacionadas con el sexo, llevamos a cabo un estudio anual en machos y hembras
por separado.
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La identidad del factor(es) hipotalámico(s) que regula la liberación de TSH en larvas
de anfibios es todavía una cuestión controvertida. Los intentos de estimular en las larvas la
función tiroidea mediante la administración del tripéptido IBM, responsable de este control
en mamíferos y que también parece actuar en este sentido en anfibios adultos, han sido
normalmente infructuosos durante años. En la actualidad varios péptidos hipotalámicos, entre
los que destaca el CRF, han surgido como candidatos a ser los responsables de la liberación
de ISH en larvas de anfibios. Por tanto, nuestro objetivo fue estudiar el efecto del CRF, de
origen ovino y humano, puesto que no se dispone todavía del péptido de origen anfibio, sobre
la actividad tiroidea, así como sobre el crecimiento y metamorfosis, de R. perezi.
La melatonina, hormona sintetizada en los fotorreceptores oculares y extraoculares
de numerosos vertebrados, ha sido implicada en la transducción de señales ambientales
actuando como sincronizador de las funciones tiroidea y reproductora. En R. perezi se han
descrito oscilaciones circanuales y circadianas de los niveles de melatonina, así como
distintos efectos sobre la reproducción y la metamorfosis. leniendo en cuenta lo
anteriormente expuesto, se estudió la posible influencia de la melatonina sobre la actividad
tiroidea de larvas y adultos de R. perezí. Además, y considerando la participación de la
melatonina en la regulación de los ciclos reproductores en R. perezi, nos planteamos evaluar
el posible efecto de esta hormona sobre la producción de esteroides gonadales en fases
larvarias.
Parece claro que en muchos vertebrados existe una interacción entre la función
tiroidea y gonadal, y de hecho en el estudio estacional observamos un cierto paralelismo
entre estas dos actividades, por lo que nos planteamos profundizar en el estudio de las
posibles interrelaciones existentes entre estas dos funciones endocrinas y el nivel al que se
podían producir. Para ello diseñamos estudios in vivo con larvas e individuos adultos, y
aproximaciones experimentales in vitro con cultivos de ovocitos aislados y tejido tiroideo de
ejemplares adultos.
Los anfibios presentan una fuerte dependencia del medio externo, habiéndose
constatado en estudios llevados a cabo previamente en nuestro laboratorio el papel clave que
el fotoperiodo y la temperatura desempeñan en la estacionalidad de los ciclos reproductores
de R. perezi. En otros grupos de vertebrados se ha observado que determinados factores
Función tiroidea en anfibios anuros II. OBJETIVOS 62
ambientales (temperatura, fotoperiodo y disponibilidad de alimento) participan en el control
de la actividad del eje tiroideo. Los trabajos dedicados al estudio de la influencia ambiental
sobre la metamorfosis no son muy numerosos, a la par que bastante antiguos, siendo la
situación en anfibios adultos incluso más precaria. Por tanto, nuestro último objetivo ha sido
analizar el posible efecto de estos tres factores ambientales sobre la actividad tiroidea en R.
perezi. Para lo cual, y teniendo en cuenta las diferencias que existen entre larvas y adultos,
se emplearon diseños experimentales diferentes. En el caso de las larvas, los tratamientos
fueron de corta duración con el fin de evitar que el patrón de crecimiento y desarrollo se
viern afectado, ya que parece que la aplicación crónica de alguno de estos factores altera
estos procesos; mientras que en adultos se utilizaron normalmente tratamientos crónicos. Por
otra parte, en el estudio de los cambios diarios observamos diferencias día/noche en la
actividad tiroidea de larvas y adultos, con lo que los animales se sacrificaban en dos
momentos del fotociclo diario, mediodía y medianoche normalmente.
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- Acetato sódico (6268, Merck)
- Ácido acético glacial (63, Merck)
- Ácido clorhídrico (317, Merck)
- Ácido iopanoico (1-2013, Sigma)
- Acido ortofosfórico (573, Merck)
- Ácido sulfúrico (131058, Panreac)
- Agua bidestilada (Laboratorios Navarro, S.A. y Panreac)
- Albúmina de huevo (613, Doesder)
- Albúmina sérica bovina (A-7030, Sigma)
- Albúmina sérica bovina al 22%, pH 7,2 (40038, Ortho)
- Bicarbonato sódico (141638, Panreac)
- Carbógeno (SEO)
- CO2 (Carburos metálicos)
- Cloroformo (2445, Merck)
- Cloruro cálcico (2083, Merck)
- Cloruro potásico (P-4504, Sigma)
- Cloruro sódico (141659, Panreac)
- DME (074-01600, GIBCO)
- Dowex AG 1x2 (140-1251, BioRad)
- DePex (18243, Serva)
- Eosina amarillenta (251299, Panreac)
- Etanol (983, Merck)
- Eter dietflico (141313, Panreac)
- Formol (071510, Probus)
- Fosfato disódico (6380, Merck)
- Fosfato monopotásico (141509, Panreac)
- Fosfato monosódico (6346, Merck)
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- Glicerina (142329, Panreac)
- Hematoxilina (251344, Panreac)
- Hemostático (Espongostan, Leo)
- HEPES (H-3375, Sigma)
- Hidróxido sódico (6498, Merck)
- Metimazol (M-8506, Sigma)
- Parafina (251799, Panreac)
- Polietilenglicol 6000 (807491, Merck)
- Pronasa E (P-691 1, Sigma)
- Propiltiouracilo (P-3755, Sigma)
- limerosal, mertiolato (1-5125, Sigma)
- lolueno (8317, Merck)
- Iris (1-1503, Sigma)
- lris-ClH (1-3253, Sigma)
- lween 80 (P-1754, Sigma)
- Xilol (141769, Panreac)
Ni) Hormonas
.
- Estradiol (E-8875, Sigma)
- Gonadotropina coriónica humana, Physex (Leo)
- CRF humano (C-3042, Sigma)
- CRF ovino (VB675, ucb bioproducts)
- Melatonina (M-5250, Sigma)
- lestosterona (1-1500, Sigma)
- liroxina (1-2376, Sigma)
- lriyodotironina (1-2877, Sigma)
c) K¡ts comerciales
- Chromatest glucosa (Knickerbocker)
- Diria-Estrk (Sorin): E2 estándar, [‘251]E2,Ac antiE2, PEG-20Ac
- Diria-Progk (Sorin): P estándar, [‘251]P,Ac antiP, PEG-20Ac
- Diria-lestok (Sorin): 1 estándar, [1251]T, Ac antiT, PEG-20Ac
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d) Sueros y anticuemos
.
- Anticuerpo antitiroxina (cedido por la Dra. M.J. Obregón)
- Anticuerpo antitriyodotironina (cedido por la Dra. M.LJ. Obregón)
e) Radionucleidos
- [1~flTiroxina(cedido por la Dra. G. Morreale)
- [‘311]Tiroxina(cedido por la Dra. G. Morreale)
- [1~I]Triyodotironina(cedido por la Dra. G. Morreale)
1.2. Instrumental.
- Agitador multitubos (Coming, modelo 4010)
- Agujas 0,5 mm (Luer)
- Balanza digital (Sartorius 1405)
- Balanzas de precisión (Sartorius y Sauter 404)
- Baño de órganos termostatizado (Unitronic, modelo 320 OR)
- Cámara de aclimatación con fotoperíodo y temperatura regulables
- Cámaras de cultivo herméticas transparentes
- Campana extractora
- Cánulas
- Capilares 1,6 y 70 mm (Gricel)
- Centrífuga refrigerada. (Sigma, modelo 3K-2)
- Colorímetro (Atom, modelo Data-test atom 366)
- Congelador a -25”C (Liebherr)
- Contador ‘y (LKB, modelo 1275 minigamma)
- Estufas de histología (Selecta)
- Evaporador-concentrador (Howe, modelo Giro vap)
- Homogeneizadores (Pobel)
- Jeringas de polipropileno 1 y 2 ml (ICO)
- Lupas binoculares (Zeiss y Meiji EMT)
- Material de disección y sutura
- Microcauterizador
- Microcentrífuga (Heraeus, modelo Biofuge 13)
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- Microjeringas de vidrio de 10 M1 (Hamilton)
- Microscopio (Zeiss)
- Microtomo manual para parafina (Erma)
- Papel de cromatografía (Whatman 3MM)
- pHmetro (Crison, modelo D-501)
- Pipetas automáticas (Gilson y Kartell)
- Placas de cultivo de 24 pocillos (volumen 3 mí) (NUNCLON)
- Placa térmica (Selecta)
- Sonicador (Sonics and Materials Inc., modelo Vibra Celí)
- lubos de vidrio con tapón de rosca (Kimax)
- Vórtex (Heidolph)
1.3. Material biológico: obtención y mantenimiento.
1.3.1. LARVAS DE Rana Derezz
.
a) Fecundación ha vitro
Hembras sexualmente maduras fueron inyectadas durante el mes de marzo en el saco
linfático ventral con un homogeneizado de hipófisis de animales adultos de la misma especie
(5-6 hipófisis por hembra). A partir de este momento las hembras se mantuvieron a 200C
hasta la aparición de los primeros huevos en el agua (2-3 días). En este momento, machos
sexualmente maduros (con callosidades nupciales bien desarrolladas) fueron sacrificados y los
testículos extraídos, los espermatozoides fueron liberados mediante desgarro de la pared del
testículo en una placa Petri con solución de Ringer para anfibios (CíNa 6,5 g, CIK 0,14 g,
Cl
2Ca 0,12 g, CO3HNa 0,2 g para 11 de H20 destilada) diluida (1:10), obteniéndose una
suspensión de espermatozoides cuya movilidad se comprobó con ayuda de un microscopio.
La suspensión de espermatozoides se ajustó a una dilución equivalente a 1 testículo en 5 ml
de Ringer diluido.
Los huevos se obtuvieron aplicando un masaje abdominal a las hembras estimuladas,
y se depositaron sobre la suspensión de espermatozoides. La fecundación se confirma a los
60 minutos por la rotación de orientación que determina que el polo animal de los huevos
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fecundados se sitúe en ¡a parte superior, quedando el polo vegetativo orientado hacia abajo.
El porcentaje de fecundación fue superior al 90%.
Ni) Puesta de huevos esuontínea
Las puestas espontáneas se produjeron en el laboratorio durante la época de
reproducción natural para esta especie (Abril-Junio), el porcentaje de huevos fecundados
obtenidos fue superior al 90%.
Todas las larvas fueron mantenidas en un fotoperiodo 12L: lID y a una temperatura
de 25 +20C durante el desarrollo, excepto cuando el diseño experimental requería otras
condiciones. La alimentación se realizó cid libiíum a base de espinacas hervidas. El agua,
desdorada con antelación, se renovaba diariamente.
Las larvas utilizadas en todos los experimentos procedían de puestas espontáneas,
excepto las correspondientes a los primeros estados del estudio ontogénico de los ciclos
diarios de Hl.
En la presente memoria se han utilizado las tablas de desarrollo de Taylor y Kollros
(1946) que describen el desarrollo en Rana pipiens y la tabla de Gosner (1960) que se
elaborada para poder ser aplicada a todas las especies de anuros, por lo que facilita la
comparación de resultados, para la determinación de los estados de desarrollo de las larvas
--empleadas en los distintos diseños experimentales. La notación se realizará de la siguiente
forma: para los estados de Gosner se utilizarán números arábigos seguidos de la letra O, en
el caso de los estados de Taylor y Kollros se usarán números romanos seguidos de las letras
1K.
1.3.1. ANIMALES ADULTOS DE ¡<ana nered
.
La alimentación se realizó de dos formas distintas, alimentación forzada a base de
hígado de polío, o alimentación ad libiíum con larvas de dípteros (Calliphora). El tipo de
dieta y la frecuencia de alimentación dependía de la época del año y del diseño experimental
utilizado para cada trabajo y tenía como finalidad mantener constante el peso de los animales
durante los distintos estudios.
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2. METODOS.
2.1. Obtención de muestras.
2.1.1. EMBRIONES Y LARVAS
.
En todos los casos los animales enteros se congelaron a -250C hasta la posterior
valoración hormonal. En el caso de las lanas, normalmente fueron sacrificadas con un
exceso (0,1%) de anestésico (MS-222, tricainmetanosulfonato), excepto en los casos del
estudio ontogénico y del efecto del CRF, en los que se sacrificaron por congelación
instantánea en hielo seco.
2.1.2. EXTRACCIÓN DE SANGRE Y ÓRGANOS DE i~nivmuos ADULTOS
.
Una vez desmedulado el animal, se procedió a su disección para dejar al descubierto
el corazón. Una vez liberado éste y tras rasgar el pericardio se introdujo un capilar
heparinizado por el ápice ventricular (conus aneriosus), recogiendo la sangre en tubos
eppendorfs previamente heparmnizados que se mantenían en frío. Las muestras de plasma se
obtuvieron mediante centrifugación a 3.000 rpm (1.300 g) durante 10 minutos (40C) y se
mantuvieron congeladas a -25”C hasta el momento de la valoración hormonal.
Iras la extracción de sangre, se extirparon distintos órganos dependiendo de los
diseños experimentales (véase apartado 2.8.) y se determinó su peso húmedo con el objeto
de calcular posteriormente los respectivos índices organosomáticos (peso del órgano en g/100
g de peso corporal).
Para la extirpación del tiroides se cortó la mandíbula inferior por debajo del esternón
y se situó en posición ventral, a continuación tras cortar longitudinalmente la piel se retiró
el esternón y se rasgó el músculo estemohioideo hasta dejar al descubierto el cartílago
hioideo al que se encuentra unido el tiroides. Por último, con la ayuda de una lupa binocular
se extirparon las glándulas junto con una pequeña porción del cartílago hioideo y se
conservaron a -25<’C hasta el momento de la valoración de Hl.
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2.2. Técnicas quirúrgicas.
Antes de ser sometidos a cualquier intervención quirúrgica, los animales adultos
fueron anestesiados con MS-222 (1,5 gIl) disuelto en agua desdorada en la que se sumergía
al animal durante 10-15 minutos. Este tipo de anestésico es muy utilizado debido a la
facilidad de administración, ya que la solución pasa rápidamente a través de la vascularizada
piel de los anfibios, y a que el grado de anestesia es fácilmente regulable. Además, posee una
escasa toxicidad dentro del rango de concentraciones utilizado.
2.2.1. OVARIECTOMIA
.
Una vez situado el animal en posición ventral, se cortó primero la piel y a
continuación la capa muscular subyacente, realizando una pequeña abertura longitudinal
situada lateralmente a través de la cual se introducían cuidadosamente una pinzas finas y se
extraían los ovarios embebidos en el estroma del tejido conjuntivo que finalmente se
diseccionaba asegurándose de no dejar ningún resto de ovario en el interior del animal. Por
último, se colocaba una lámina de espongostan, antihemorrágico y hemostático reabsorbible,
y se procedía a la sutura de músculo y piel por separado. La recuperación del animal se
producía en pocos minutos, en agua libre de anestésico, evitando humedecer la herida. En
el caso de los animales controles, se realizó una falsa ovariectomía que consistía en extirpar
sólo una pequeña porción del ovario derecho. Al final del período experimental se
comprobaba el éxito de la operación, mediante disección y verificación de que no quedaban
restos de ovarios.
2.2.2. PINEALECTOMÍA
Con el animal anestesiado y en posición dorsal se procedió a realizar un corte de
forma trapezoidal (Esquema 1) en la piel de la cabeza por detrás de los ojos cortando a
Esquema 1. Corte realizado en la piel craneal
de un individuo de Rana perezi que va a ser
sometido a pinealectomía.
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continuación el nervio frontal que conecta el órgano frontal extracraneal con el órgano pineal
intracraneal (véase Esquema 2). Posteriormente, con una hoja de bisturí se hace una pequeña
incisión transversal en la línea media del cráneo y localizada posteriormente al mesencéfalo,
a partir de la cual, con la ayuda de una tijeras finas, se abre una ventana de la misma forma
que la realizada en la piel. Esta solapa ósea se dobla hacia la parte anterior dejando al
descubierto el techo diencefálico. Bajo una lupa binocular se localiza la glándula pineal en
la línea media del diencéfalo, anterior a la parálisis, como una estructura alargada con
abundante irrigación y carente de melanóforos, procediéndose a su destrucción con un
microcauterizador. A continuación se coloca la solapa craneal en su posición original, se sitúa
sobre ella una lámina fina de espongostan y se sutura la piel. En los animales controles
(falsos pinealectomizados) se realizaban incisiones similares pero no se seccionaba el nervio
frontal ni se cauterizó la pineal.
Al final del período experimental se extrajeron los cerebros que fueron fijados en
formol (10%) y posteriormente observados a la lupa binocular para verificar el éxito de la
operación.
Esquema 2. Corte sagital del encéfalo de Rana (Adíer, 1976). C, cráneo; D, dermis; E,
epidermis; F.R., fibras de Reissner; H, hipófisis; M, melanóforos; NF., nervio frontal;
N.O., nervio óptico; O.F.,órgano frontal; O.P., órgano parietal; 0.5., órgano subcomisural;
P, parálisis.
14.0.
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2.2.3. CEGUERA
.
Una vez anestesiado el animal y con el fin de evitar que los globos oculares
desciendan hacia la cavidad bucal, se introducía el extremo del dedo índice en la boca
presionando el paladar hacia arriba. Posteriormente se separó la córnea con una tijeras de
iridectomía permitiendo la salida del cristalino y de los humores oculares. A continuación se
limpia el interior de la cavidad ocular con algodón eliminando cualquier resto de retina, de
modo que sólo quede la copa óptica. Por último, se cauteriza la salida del nervio óptico para
evitar hemorragias, se llena la copa óptica con hemostático en polvo y se cubre con una capa
de espongostan.
2.3. Técnicas de microinyección.
a) Soluciones
- Solución Holtfreter concentrada (conservación a 40 C).
CíNa 0,35 gIlOO ml
ClK 0,05 g/100 ml
Cl2Ca 0,01 g/100 ml
CO3HiNa 0,02 g/100 ml
Las hormonas (hCRF y oCRF) se disolvieron directamente en una solución de
Holtfreter al 10% preparada en el momento de la inyección. Las concentraciones finales




Iras anestesiar a las larvas con MS-222 diluido (1: 10.000) en agua desdorada, se
colocaban en un molde de parafina escavado con una forma similar a la del animal para
facilitar la inmovilización de las larvas. A continuación se coloca la larva en posición lateral
de modo que la abertura opercular quede visible. Las inyecciones se llevaron a cabo
utilizando una microjeringa Hamilton de 10 gl a la que se le adaptaba, a través de una
cánula, un tubo capilar fino que hacía las veces de microaguja. Las microagujas se fabricaban
estirando capilares de vidrio a la llama de un mechero Bunsen, comprobando posteriormente
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con la ayuda de una lupa binocular la apertura del extremo. El sistema se cebaba con agua
destilada para evitar la contaminación de la microjeringa con la sustancia a inyectar (CRF o
Holtfreter 10%). El volumen de inyección era de 2 /11 y se inyectaba a través de la abertura
opercular dirigiendo la microaguja hacia la zona ocular posterior con el objeto de que la
sustancia inyectada se depositase lo más cerca posibledel sistema nervioso central. Las larvas
recuperaban su actividad normal en agua desdorada libre de anestésico en un período de 5-10
mm.
2.4. Técnicas histológicas.
a) Fijación e inclusión
.
Se llevó a cabo la fijación del tejido (la cabeza completa de las larvas) durante 8-10
días en formol al 10% (pH 7,2) que fue neutralizado con NaOH. A continuación, se pasaron
los tejidos por la serie ascendente de alcoholes: etanol 400, 600 (un baño de 10 mm), 800
(un baño de 20 mm), 960 (un baño de 30 mm y otro de 60 mm) y 1000 (2 baños de 60 mm
cada uno). A continuación se eliminaron los restos de alcohol con papel de filtro y se pasaron
los tejidos por tolueno (dos baños de 1 mm cada uno), realizándose por último la inclusión
en parafina (punto de fusión 58-60”C) durante 24 horas.
b) Cortes y Unción
Se realizaron cortes transversales de 5 ~m de espesor utilizando un microtomo para
microscopia óptica. Los cortes seriados de cada muestra se montaron secuencialmente en
portas desengrasados y previamente tratados con albúmina-glicerina (1:2, p/v) y se secaron
en una estufa a 35<’C durante al menos 48 horas. Tras el desparafinado en xilol (90 mm), los
cortes se pasaron por la serie descendente de alcoholes (8 mm en etanol 1000, 8 mm en
etanol 960, 10 mm en etanol 500 y 5 mm en agua destilada), tiñéndose a continuación con
hematoxilina de (iroat (5 mm) y eosina (30 s). Por último, los cortes se deshidrataron (etanol
960, 1000, xilol-etanol 1000 y xilol, un baño de 2 mm cada uno) y se montaron con DePex.
e) Medidas morfométricas
Con el objeto de determinar si se produjeron alteraciones morfológicas de la glándula
que pudieran reflejar modificaciones de la actividad tiroidea tras el tratamiento con CRF
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(véase apanado 2.8.1.), se llevaron a cabo tres medidas morfométricas de la glándula derecha
(30 cortes/larva):
- Diámetro folicular (pm): Se midió siempre el diámetro interior máximo del folículo mayor
de cada corte.
- Altura del epitelio folicular (pm): Se medía la altura del epitelio de un folículo elegido al
azar en cada corte.
- Número de folículos.
La i y el e. de cada tratamiento se calculó a partir de las medias de los animales en
ese grupo.
2.5. Técnicas enzimático-colorimétricas.
2.5.1. VALORACIÓN DE GLUCOSA
.
Los niveles de glucosa en plasma se determinaron por el método de la glucosa oxidasa
(GOD), utilizando un kit comercial suministrado por los laboratorios Knickerbocker
(Cromatest Glucosa) y cuyo fundamento teórico es el siguiente:
La GOD cataliza la oxidación de glucosa a ácido glucónico. El peróxido de hidrógeno
producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de oxigeno, fenol-ampirona, en
presencia de peroxidasa (POD). La quinona roja formada es proporcional a la concentración
de glucosa en la muestra ensayada (Trinder, 1969).
a) Reactivos
- Mezcla enzimática
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i» Protocolo
.
- Preparación del reactivo de trabajo mediante la mezcla de volúmenes iguales de
mezcla enzimática y fenol.
- Preparación de la curva patrón (0,25, 0,50, 0,75, 1 y 2 mg/mí).
- Se pipetean 20 gí de plasma en los tubos problema y 20 ¡¿1 de cada una de las
concentraciones anteriormente citadas en el caso de la curva patron.
- Se añade a todos los tubos 2,5 ml de reactivo de trabajo. Se prepara también un
blanco que lleva únicamente el reactivo de trabajo y 20 /4 de agua destilada.
- Agitación con Vórtex e incubación durante 10 mm a 370C.
- Tras ajuste del colorímetro con el blanco, se mide la absorbancia a 505 nm.
- Las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado y los datos se expresaron en
mg/lOO ml.
2.6. Técnicas de cultivo estático ira vito.
e) Precaración del medio de cultivo
.
- DMEM (Dulbecco’s modifled Eagle’s medium”) 6,6 g/l
- HEPES (7,5 mM) 1,785 g/l
- Albúmina sérica bovina 0,75 g/l
- NaiHCO
3 (35 mM) 2,94 gIl
- Gentamicina 50 mgíí
- Tween 80 3 gotas
Después de la disolución completa de los componentes en agua bidestilada, el medio
se satura con carbógeno (95% 02: 5% CO2). Ajustar el pH a 7,4 con NaOH 0,] N.
1) Procedimiento 2eneral del cultivo
.
- Ifroides.
Tras la disección del tiroides, siguiendo el método explicado en la sección 2. 1. 1, se
sometieron a un lavado con medio de cultivo (10 ml/par de glándulas) durante 12 h (40C) en
placas Petri, con el objeto de evitar la influencia de posibles traumas asociados a la disección
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del órgano. Finalizado este período los tiroides fueron trasladados a placas de cultivo estériles
de 24 pocillos colocándose el tiroides de una rana como control y el otro tiroides del mismo
animal como experimental y fueron preincubados durante dos horas en un volumen de 1 ml
de medio de cultivo para conocer los niveles basales de producción de HT. A continuación,
tras recoger los medios procedentes de la preincubación, se inició el cultivo propiamente
dicho que duró 12 horas, añadiendo 0,5 ml de medio de cultivo/pocillo. Las placas de cultivo
se colocaron en cámaras transparentes herméticamente cerradas que se saturaron con
carbógeno. Tanto la preincubación como la incubación se realizaron a una temperatura de
25+0, 10 C, introduciendo las cámaras herméticas en un baño termostatizado y con una
agitación del 10%.
Los cambios de medio se realizaron rutinariamente cada 3 horas, las alícuotas
resultantes de 0,5 ml del medio se congelaron a -250C hasta el momento del ensayo de HT.
- Preparación de los tratamientos hormonales
:
Se utilizó una solución de E
2 obtenida a partir de una solución concentrada (lmM> en
etanol absoluto preparada el mismo día del experimento, añadiéndose una alícuota (25 Mí) al
medio de cultivo para conseguir la concentración final deseada en el medio (1 ¡iM), de modo
que el porcentaje final de etanol era del 0, 1 %. En los medios de los grupos control se añadió
una cantidad igual de etanol para igualar el porcentaje final del mismo en todos los grupos.
- Ovocitos.
El procedimiento para el cultivo de ovocitos de R. perezi ya ha sido previamente
descrito (Gancedo et al., 199 ib). Brevemente, los ovarios procedentes de una rana utilizada
en el experimento de ovariectomías (véase apanado 2.8.1.), se situaban en placas Petri
conteniendo Ringer de anfibios diluido al 10%, dónde permanecían durante media hora,
agitando ligeramente cada cierto tiempo, a fin de conseguir un lavado adecuado.
Seguidamente, y con objeto de que las hormonas puedan actuar en toda la superficie de los
ovocitos, estos fueron separados unos de otros con suavidad, utilizando pinzas de relojero y
con la ayuda de una lupa binocular, sin dañar la capa de células foliculares que los rodea.
Los ovocitos (10/pocillo) se colocaban a continuación en multiplacas estériles de 24 pocillos
con 1 ml de medio de cultivo en cada uno.
Una vez situados los ovocitos en los pocillos, las placas se colocaron en cámaras
transparentes herméticamente cerradas que se saturaron con carbógeno. La incubación se
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realizó a una temperatura de 25+0,1 ‘>C, introduciendo las cámaras herméticas en un baño
termostatizado y con una agitación del 10%.
La duración total del cultivo fue de 12 h y los cambios de medio se realizaron
rutinariamente cada 3 horas. Las alícuotas de medio resultantes (1 mí) se congelaron a -250C
hasta el momento del ensayo de las hormonas esteroides.
- Preparación de los tratamientos hormonales
:
La solución de hipófisis se obtuvo mediante la sonicación de 25 hipófisis procedentes
de individuos adultos de R. perezi en Ringer de anfibios (1 mí), que se llevó posteriormente
al volumen adecuado de medio de cultivo para conseguir la concentración final deseada en
el medio (0,5 equ. de hipófisis/mí). La proporción final de Ringer en el medio fue de un 2%.
La GCH se disolvió directamente en el medio de cultivo hasta la concentración final
deseada (50 UI/mí).
La solución de T
3 se obtuvo a partir de una solución concentrada (0,03 mM) en NaOH
0,05 N que se diluyó sucesivamente en H20 bidestilada hasta conseguir una alícuota (325,5
Mí) que se añadía al medio de cultivo para conseguir la concentración final deseada (10 pM).
La proporción final de NaOH fue despreciable (0,0000001%) y ¡a de H20 fue de un 0,3%.
En los medios de los grupos control se añadió una cantidad igual de cada disolvente
para igualar la concentración final del mismo en todos los grupos de cada experimento.
-2.7. Técnicas radioinmunológicas.
a) Principio del ensayo
.
El radioinmunoensayo (RíA) se basa en la reacción de inhibición competitiva que se
establece, entre una cantidad fija y conocida de un antígeno marcado radiactivamente y un
nivel variable de antígeno sin marcar o nativo, por la unión a un anticuerpo especifico. El
ensayo se lleva a cabo permitiendo la incubación de una mezcla del antígeno nativo y
marcado en presencia de un anticuerpo apropiado hasta que se establece un equilibrio químico
entre las formas unidas y libre del antígeno. La concentración de antígeno marcado y del
anticuerpo se mantienen constantes, de forma que existe una relación entre la concentración
de antígeno nativo y la proporción del marcador desplazada del complejo antígeno-anticuerpo,
una vez alcanzado el equilibrio tras la incubación. Esta característica permite estimar
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concentraciones desconocidas del antígeno (hormona) en una muestra comparando la cantidad
del marcador unido al anticuerpo con una curva estándar hecha con concentraciones conocidas
de hormona.
A continuación es necesario separar las fracciones libre y unida del marcador, para
lo cual existen varios métodos, que suelen constituir la principal diferencia entre los distintos
protocolos de RIA. Las técnicas más usadas son las siguientes:
- Métodos de migración diferencial, como electroforesis, cromatografía de filtración
y cromatoelectroforesis. Una desventaja de estas técnicas es que requieren mucho tiempo.
- Separación por adsorción. Se utiliza una mezcla de partículas de carbón activado y
dextrano, sílice o talco, de manera que el marcador libre se une a dichas partículas debido
a su bajo peso molecular, y los complejos antígeno-anticuerpo permanecen solubles, con lo
que la radiactividad remanente se cuantifica en el sobrenadante. Este método se utiliza con
marcadores emisores de radiación ¡3 (3H, ‘4C). Un punto crítico de estas técnicas es la
constancia en el tiempo de incubación necesaria para obtener resultados reproducibles.
- Separación por precipitación de los complejos antígeno-anticuerpo. Dicha
precipitación se suele conseguir con el uso de un 20 anticuerpo contra las inmunoglobulinas
de la especie animal productora de] primer anticuerpo. La radiactividad se mide en e]
precipitado (fracción unida). Este método se utiliza generalmente cuando el marcador emite
radiación ‘y (1251, ‘~‘I) y fue el utilizado en los RíAs realizados en esta Memoria. También se
puede conseguir la precipitación de los complejos utilizando solventes orgánicos como
dioxano y sales como el sulfato amónico.
- Inmunoensayos de fase sólida. En este caso se acopla el anticuerpo a un soporte
sólido, normalmente tubos de polipropileno, y tras la incubación con el antígeno se decanta
el que ha quedado libre y se mide la radiactividad presente en el soporte.
b) Cálculo de resultados
.
Para la realización del RíA, además de la curva estándar, deben incluirse los
siguientes tubos controles:
- Cuentas totales (1). Contienen únicamente la cantidad total de marcador añadido a
todos los tubos.
- Unión máxima (Bo). Dichos tubos no tienen hormona nativa o fría, representando
la unión máxima del marcador al anticuerpo (el volumen de la muestra se sustituye
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por un volumen equivalente de tampón del RíA o del estándar 0, que es lo que en
realidad representa, en el caso de los RIAs comerciales, para mantener constante el
volumen final de reacción).
- Unión inespecifica (NSB). En este tubo no existe anticuerpo, define la unión no
específica del marcador al tubo de ensayo (el volumen del anticuerpo se sustituye por
un volumen equivalente de tampón del RIA, o del estándar O en el caso de los kits
comerciales, para mantener constante el volumen de reacción).
A partir de estos tubos y de los obtenidos de la curva estándar se realizan los
siguientes cálculos:
Capacidad de unión (%) = (Bo-NSB)/T x 100
Unión inespecífica (%) = NSB/T x 100
Unión para estándares y muestras (Y):
Y (%) = [muestra(cpm)- NSB] / [Bo(cpm)- NSB] x 100
La representación gráfica de la curva estándar puede realizarse de las siguientes
formas:
- Y frente a [II] (lineal-lineal). Da lugar a una curva de perfil hiperbólico, tiene la
ventaja de que los datos representados no sufren ninguna transformación, evitándose
así los errores asociados a la misma.
- Y frente a log[H] (lineal-logarftmica). La curva resultante tiene un perfil sigmoideo,
se aprecia con claridad el intervalo de la curva con mayor precisión, que corresponde
al tramo de mayor pendiente.
- Logit(Y) frente a log[H] (logit-logarítmica). La transformación logística de Y da
lugar a líneas rectas.
Logit(Y) = log(Y/(100-Y))
Simplifica el análisis matemático, pero tiene el inconveniente de que la doble
transformación conlieva errores importantes en la estimación de los resultados.
E] cálculo de las concentraciones de las muestras se puede realizar utilizando varios
métodos:
- Método de regresión lineal. Los datos de la curva estándar son transformados aplicando
la transformación logística a la unión específica y la logarítmica a las concentraciones, se
consigue pues la linealización de la curva estándar, permitiendo el uso del método de los
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mínimos cuadrados para obtener la regresión lineal. Este método sólo produce resultados
aceptables cuando las muestras entran en la parte central de la curva (Y situado entre 10 %
y 90 % del Bo).
- Función hiperbólica. A partir de la ecuación general de una curva hiperbólica y utilizando
métodos de regresión no lineal se ajusta la curva de este tipo a los puntos estándares.
- Métodos de interpolación. Estos métodos no están basados en modelos matemáticos
concretos. Se conectan los puntos estándares consecutivos mediante segmentos de funciones
matemáticas, que pueden ser líneas rectas o curvas de 20 ~ 3~f grado.
El método utilizado en la presente Memoria se basa en un método de interpolación
utilizando segmentos de curvas de 3¶ grado, estos segmentos son unidos para obtener una
curva continua con un mínimo de oscilaciones, para conseguirlo el proceso es repetido varias
veces por cálculo iterativo asistido por ordenador.
c) Criterios de validez del RIA. (Midgley a al,. 1969).
Los criterios de validez que debe cumplir un RIA son los siguientes:
- Especificidad. Es la capacidad del anticuerpo para discernir selectivamente entre varios
compuestos químicamente relacionados con Ja hormona a valorar, y que podrían existir en
las muestras biológicas. Se calcula como los coeficientes de reacción cruzada, que
representan la relación en tanto por ciento entre las concentraciones de hormona y el
compuesto similar necesarios para obtener un desplazamiento del 50% de una cantidad
conocida de marcador.
- Paralelismo. Entre la curva estándar y una serie de diluciones de una muestra. Este
método de validación es utilizado como un índice de la similitud de la inmunoreactividad
entre el compuesto estándar y el valorado en la muestra. La existencia de paralelismo indica
que el factor de dilución utilizado no afecta a la estimación de la concentración final de
hormona.
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- Recuperación. Se define como la diferencia en tanto por ciento entre el valor estimado
mediante RIA y la cantidad real de hormona añadida. En el caso de que se realice utilizando
varias concentraciones de hormona, debe establecerse una correlación lineal entre la cantidad
real y la estimada.
- Sensibilidad. Se define como la menor concentración de hormona que puede ser
discriminada de la unión máxima (Bo) con una p < 0,05. La sensibilidad se calcula como
el punto que dista del Bo en 2 veces su desviación estándar.
- Precisión y reproductibilidad. Se mide por medio de los coeficientes de variación
(desviación típica/media %) intra- e interensayo, determinados a varias concentraciones de
la curva estándar. Dichos parámetros muestran la reproductibilidad del método bajo las
condiciones del ensayo utilizadas. Dichos coeficientes deben ser siempre inferiores a la
variabilidad encontrada en las muestras biológicas.
2.7.1. RíAs DE HORMONAS TIROIDEAS
.
Los RIAs de HT de gran sensibilidad y especificidad se basan en los descritos por
Weeke y 0rskov (1978) y posteriormente modificados por Obregón y colaboradores (1979).
Los trazadores internos utilizados en el proceso de extracción y los utilizados como
antígenos en los RIAs fueron cedidos amablemente por la Dra. Gabriella Morreale de
Escobar (Unidadde Endocrinología Molecular, Instituto de Investigaciones Biomédicas, CSIC
y Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid) y fueron sintetizados en su
laboratorio por el método de la cloramina T a partir de yodotironinas de un grado menor de
yodación (3,5-T2) consiguiéndose una actividad específica (3.000 ~Ci/~g) superior a la de los
productos comerciales disponibles, lo que resulta esencial para conseguir la alta sensibilidad
de los RJAs necesaria para la valoración de HT en muestras de anfibios.
Previamente a la realización de los RIAs se llevó a cabo un proceso de extracción,
con el objeto de concentrar y purificar las HT en algunas muestras (plasma y larvas). En el
caso del tiroides el proceso seguido fue diferente (véase apartado 2.7.1 .b). En los cultivos
de tiroides se llevó a cabo la valoración de HT de forma directa en el medio.
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a) Método de extracción de hormonas tiroideas
.
- Tampones de extracción.












- Tampón acetato pH 7:
- Tampón acetato pH 4:
- Tampón acetato pH 3:








o ácido acético según el caso.
- Protocolo.
- Homogeneizar la muestra (larvas) en metanol (3-4 ml/g tejido)
homogeneizadores tipo Potter-Elvehj em (teflón-vidrio) acoplados a
automático (2.900 rpm).
- Transferir los homogeneizados a tubos de vidrio con tapón de rosca y añadir como
trazadores internos, l.000-l.S00cpm de [1251]T3yl.500-2.OOOcpm de [1311]T4de alta
actividad específica y conteniendo menos de 1-2 pg de T3 o T4, en 100 ¡xl de metanol,
con el objeto de calcular la recuperación individual de las yodotironinas para cada
muestra.
- Añadir cloroformo en un volumen equivalente al doble de la cantidad absoluta de
metanol que contiene el homogeneizado.
- Centrifugar 15 mm a 2000 rpm (800 g).
- Añadir al precipitado un volumen (4,5-6 ml/g tejido) de una mezcla de cloroformo-
metanol en una proporción 2:1 (y/y). En el caso del plasma se añade directamente el
volumen apropiado de esta mezcla, de forma que el volumen final del extracto sea de
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- Centrifugar 15 mm a 2.000 rpm (800 g).
- Juntar los sobrenadantes (extracto cloroformo-metanol) e igualar los volúmenes con
la mezcla cloroformo-metanol en todos los tubos hasta conseguir un volumen final de
unas 20 veces el peso de tejido utilizado (Folch el al., 1957; Gordon el al., 1982).
- Añadir Cl2Ca 0,05% (p/v) en una cantidad de acuerdo con la siguiente relación: 1/4
(VrAXB)-AxB, donde V1 representa el volumen final del extracto, A es un coeficiente
que refleja el porcentaje de agua del tejido, aproximadamente 0,8 en las larvas y 1
para el plasma, y B el peso o volumen de muestra. Con este paso conseguimos extraer
las yodotironinas en una fase acuosa (Gordon er al., 1982).
- Agitación con Vórtex y separación de las fases durante toda la noche en filo (4<’C).
- Repetir la extracción añadiéndole a la fase inferior una mezcla de cloroformo-
metanol-Cl2Ca en la proporción 3:49:48 (y/y/y).
- Concentración y purificación de las yodotironinas mediante el paso del extracto
acuoso (fases superiores) a través de columnas que contenían 1 ml de resma de
intercambio aniónico Dowex AG 1x2 (Mallol ej al., 1982; Morreale de Escobar eí
aL, 1985).
Las columnas fueron confeccionadas utilizando jeringas de polipropileno de 2 ml sin
émbolo, situando a continuación un circulo de papel de cromatografía Whatmann en el fondo.
Previamente a su utilización el Dowex era tratado durante al menos 12 horas con ácido
acético al 70%, procediéndose posteriormente a su lavado con agua destilada. Finalmente,
se ajustaban las columnas a pH 7 mediante lavados con tampón acetato pH 7.
- Una vez pasada la muestra, se procedía al lavado de las columnas siguiendo el
siguiente esquema:
- 2 ml de buffer acetato pH 7
- 2 ml de etanol absoluto
- 2 ml de buffer acetato pH 7
- 2 ml de buffer acetato pH 4
2 ml de buffer acetato pH 3
2 ml de ácido acético al 1 %
2 ml de ácido acético al 35%
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- Eluir las yodotironinas, que quedan retenidas en las columnas en 5 fracciones, de
0,5 ml cada una, con ácido acético al 70%.
- Cuantificar la radiactividad (1251 y 1311) de las fracciones en un contador -y y unir las
2-3 fracciones que contenían la mayor parte de los trazadores internos.
- Evaporar a sequedad (500C, 5-6 h) en un rotavapor (Gyro Vap) bajo condiciones
de vacío.
- Reconstituir las muestras en 300 ~rldel tampón A del RíA (véase apartado c) más
adelante) que se conservan a -25”C hasta el momento de la valoración de HT.
El contaje de las fracciones con los trazadores debe hacerse con exactitud, ya que es
empleado posteriormente para los cálculos de la recuperación individual de cada hormona,
que se utilizarán para la corrección de las concentraciones obtenidas en los RíAs. Para
realizar los citados cálculos de recuperación se introducían en cada ensayo ocho tubos
estándares de contaje, cuatro conteniendo la cantidad total de trazador añadida a las muestras
y cuatro sólo con [‘311]T
4para calcular la interferencia del ‘~‘í en el canal
de contaje del 1251 También se incluían dos blancos que seguían el mismo proceso que las
muestras y que se utilizaron para la corrección de los datos cuando fue necesario. Los
porcentajes de recuperación normalmente fueron del orden de 60-85 % para T3 y 50-70% para
T4. La [‘311]T4se utilizó durante un período no superior a un mes a partir del marcaje para
evitar la adición de 14 a las muestras, dada la menor vida media de este isótopo en relación
a la del 1251 (unos 4 meses). La pureza radioquimica de los trazadores internos fue del 99%,
conservándose una buena estabilidad en etanol al 50%, y se comprobó por TLC
inmediatamente antes de su uso (Morreale de Escobar er al., 1985).
b) Procesamiento del tiroides
.
- Reactivos.
- Tampón Tris-ClH, 0,2 M, pH 8,6
- Tris-ClH 0,884 g
-Tris l,7
44g
- Metimazol 0,285 g
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En primer lugar se disuelven el Tris y el metimazol en una cantidad pequeña
de agua bidestilada y a continuación se añade el Tris-ClH, se disuelve y se enrasa a
100 ml. Duración: 20 días a 40C.
- Pronasa E al 0,58% (p/v), con una actividad de 4,6 U/mg, en el tampón Tris-CIH.
Preparación en el momento del ensayo.
- Protocolo.
- Sonicar las glándulas tiroideas en 500 pl de metanol 3 veces durante 10 segundos
cada vez, al 70% de la potencia de salida a 50 W.
- Centrifugar durante 15 mm a 4.000 rpm (2.150 g) y 40C.
- Evaporar el sobrenadante y reconstituir la muestra en 500 pl de tampón A del RíA
y conservar a -250C. Las HT así extraidas representan el contenido libre de T
3 y T4
(Morreale de Escobar eí al., 1988).
- Secar el precipitado al aire. Digestión proteolítica con Pronasa E 0,58% (150 pl)
durante 12 horas a 37”C, para romper los enlaces covalentes que mantienen unidas
las Hl a la Tg (Rolland et al., 1970).
- Añadir 1 ml de metanol frío para parar la reacción.
- Centrifugación (15 mm, 2.150 g, 40C).
- Evaporar el sobrenadante a alta temperatura (600C) para evitar posibles
interferencias debidas a restos de la actividad proteolítica en las muestras (Obregón
etal., 1991).
- Reconstituir las muestras en 1 ml de tampón A del RIA y conservar a -250C hasta
el momento de la valoración radioinmunológica. Esta fracción representa los residuos
intratiroideos de yodotironinas incorporadas a la Tg (Morreale de Escobar er al.,
1988) y lo designaremos como el contenido de HT unidas.
En este caso también se hicieron cuatro blancos de extracción y digestión que fueron
sometidos exactamente al mismo proceso que las muestras, siendo utilizados para la
corrección de los resultados cuando fue necesario.
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e) Tamoones de los RIAs
.







































El pH se ajustó con NaOH o ácido ortofosfórico según el caso.




- Se pesan 5 mg de T3 y se disuelven en 250 ml de NaOH 0,05 N. La concentración
será de 20 pg/ml (esta solución se puede conservar hasta 2 meses a 40C).
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- Se toman 25 pl y se ajustan a 100 ml con tampón A. La concentración será de 5
ng/ml (esta solución patrón se conserva un máximo de dos semanas a 40C).
- A partir de la solución patrón, y en el momento del ensayo, se hacen diluciones
sucesivas con tampón A hasta conseguir las siguientes concentraciones de T
3 en un volumen
final de 10 pl: 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25 y 50 pg de T3.
- Anticuerpos.
Tanto el anticuerpo anti-T3 como el anticuerpo anti-T4 fueron cedidos amablemente
por la Dra. M.J. Obregón (Unidad de Endocrinología Molecular, Instituto de Investigaciones
Biomédicas, CSIC y Facultad de Medicina de la Universidad Autónoma de Madrid). La
especificidad del anticuerpo anti-T3 ha sido previamente caracterizada (Ruiz de Ofia et aL,
1991) obteniéndose las siguientes reacciones cruzadas:







En el caso del anticuerpo anti-T3 se hizo una dilución 1:500 (dilución “stock’) que se
dividió en alícuotas para 100 y 200 tubos de RIA que se mantenían congeladas a -25
0C. A
partir del “stock” se hacía una dilución 1:150, con tampón A, en el momento de realizar el
RíA.
Como reactivo precipitante se utilizó una mezcla (2:1) de polietilenglicol (PEG) al
30% (p/v) preparado en tampón C (1 ml/tubo) y suero de ternera diluido (1:6,66) con tampón
C (0,5 ml/tubo).
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b) Protocolo
.
- Se pipetean 10 pl de cada uno de los puntos de la curva estándar y 60 gl de muestra
(las diluciones finales para la determinación de las fracciones libre (F) y unida (B) de
T3 tiroidea fueron 1:25 y 1:5.000, respectivamente).
- Igualar el y1 en todos los tubos con tampón A hasta un máximo de 60 pl.
- Añadir 50 pl de anticuerpo anti-T3 diluido.
- Añadir 100 pl de [‘251]T3(6.000-7.000 cpm/tubo) preparada en tampón A.
- Agitar con Vórtex e incubar en oscuridad durante 12 horas a temperatura ambiente
(~20-250C) ó 48 horas a 40C.
- La precipitación de los complejos antígeno-anticuerpo se realizó añadiendo 1,5 ml
del reactivo precipitante (se mantiene en agitación magnética constante).
- Se agitan todos los tubos durante 20 s en un agitador de gradillas y se centrifugan
durante 40 mm a 4.000 rpm (2.000 g) y 140C.
- Aspiración del sobrenadante con bomba de vacío.
- Contaje de radiactividad en el precipitado (contador y). La eficacia del canal de 1251
fue del 70%.
El contaje de cada tubo se realizó durante un mm, tras la comprobación de que no
existían diferencias significativas entre las cpm de tubos contados durante uno, tres o cinco
mm.




- Se pesan 5 mg de T
4 y se disuelven en 100 ml de NaOH 0,05 N. La concentración
será de 50 pg/ml (esta solución se puede conservar hasta 2 meses a 40C).
- Se toman 128 ~l y se ajustan a 100 ml con tampón E. Esta solución tiene una
concentración de 64 ng/ml (esta solución se conserva un máximo de dos semanas a 4”C).
- Tomar 1 ml de la solución anterior y ajustarlo a 10 ml con tampón E en el momento
del ensayo (concentración de la solución patrón: 6,4 ng/mí).
Función tiroidea en anfibios anuros m. MATERIALES Y METODOS 89
- A partir de la solución patrón, y en el momento del ensayo, se hacen diluciones
sucesivas con tampón E hasta conseguir las siguientes concentraciones de 14 en un volumen
final de 50 pl: 2,5, 5, 10, 20, 40, 80, 160 y 320 pg de 14.
- Anticuerpos.
La especificidad del anticuerpo anti-T4 ha sido caracterizada previamente (Ruiz de Oña
















En el caso del anticuerpo anti-T4 se
en alícuotas para 100 ó 200 tubos de RIA y
hacia una dilución 1:600, con tampón F, en
Como reactivo precipitante se utilizó
hizo una dilución 1:50 (“stock”) que se dividió
se congelaron a -25
0C. A partir del “stock” se
el momento de realizar el RIA.




- Se pipetean 50 pl de cada uno de los puntos de la curva estándar y 50 pl de
muestra (las diluciones finales para la determinación del contenido tiroideo de FT4 y
BT4 fueron 1:100 y 1:200.000, respectivamente).
- Añadir 100 pl de anticuerpo anti-T4 diluido.
- Añadir 100 pl de [1251114(6.000 cpm/tubo) preparada en tampón E.
- Agitar con Vórtex e incubar en oscuridad durante 12 horas a temperatura ambiente
(,20-250C) ó 48 horas a 40C.
- La precipitación de los complejos antígeno-anticuerpo se realizó añadiendo 1,5 ml
del reactivo precipitante (véase RIA 13).
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- Se agitan todos los tubos durante 20 s en un agitador de gradillas y se centrifugan
durante 40 mm a 4.000 rpm (2.000 g) y 140C.
- Aspiración del sobrenadante con bomba de vacio.
- Contaje de radiactividad en el precipitado.
2.7.2. mAS DE HORMONAS ESTEROIDES
.
Para la valoración de hormonas esteroides se utilizaron kits comerciales suministrados
por Sorin Biomedica con algunas modificaciones para muestras de anfibios que consistieron
fundamentalmente en la reducción a la mitad del volumen de los reactivos del kit utilizados
en el ensayo y en la introducción de dos estándares inferiores a los proporcionados en la
curva estándar del Mt por dilución con el estándar O de la misma.
La validación del RdA de E
2 en plasma de R. perezí fue realizada con anterioridad en
este laboratorio (Delgado er al., 1990), así como la validación de los RíAs de E2 y T en
medio de cultivo de muestras procedentes de R. perezi (Gancedo, 1988).
a) Método de extracción de esteroides
.
En el medio de cultivo, así como en el plasma de individuos adultos, los esteroides
se determinaron directamente en las muestras sin procesamiento previo. En el caso de las
larvas, se llevó a cabo un proceso de extraccion.
- Reactivos.
- Tampón fosfato 0,1 M, CíNa 0,15 M, pH 7.
- PO4H2K 5,277 g/]
- PO4HNa2 14,20 g/l
- CíNa 9,00 g/l
El PH se ajusta con NaOH. Preparación el día del ensayo.
- Protocolo.
- Homogeneizar la muestra en éter dietílico (12 ml/g tejido) utilizando
homogeneizadores manuales tipo Potter-Elvehjem (vidrio).
- Transferir los extractos a tubos de vidrio con tapón de rosca y centrifugar durante
30 mm a 3.000 rpm (1.600 g) y 40C.
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- Recuperar los sobrenadantes y congelar rápidamente la fase acuosa en un baño de
metanol y hielo seco decantando la fase de éter en tubos limpios que se evaporan a
sequedad (370C, 1-2 ti) en un rotavapor bajo condiciones de vacío.
- Reconstituir las muestras en 300 pl de tampón fosfato 0,1 M, CiNa 0,15 M, pH 7
y conservar a -25 oc hasta el momento de la valoración de los esteroides.
En este caso no se calcularon recuperaciones individuales, sino que se procesaron 5
muestras añadiéndoles una cantidad mínima de [‘251]E
2o [‘251]Tal inicio del proceso,
llevándose a cabo el contaje de radiactividad remanente tras la extracción. El porcentaje de
recuperación fue aproximadamente de un 60% en ambos casos. Les datos no se han corregido
teniendo en cuenta la recuperación.
2.7.2.1. RIA de estradiol. (Kit DIRIA-ESTRK)
a) Reactivos
.
- [1251]E4(1,43 pCi de actividad específica)
- E.
2 estándar (0, 25, 50, 100, 300, 800 y 3.000 pg/ml)
- Anticuerpo anti-W.
- Reactivo precipitante (PEG-2<> anticuerpo)
b) Protocolo
.
- Pipetear 25 pl de cada uno de los puntos de la curva estándar (se preparan también
dos estándares inferiores: 6,25 y 12,5 pg/ml) y de las muestras.
- Añadir 50 gl del anticuerpo anti-E~.
- Añadir 50 pl de [‘2511W
- Agitación e incubación durante 24 h a temperatura ambiente (Á20-250C).
- Añadir 0,5 ml de reactivo precipitante a todos los tubos excepto a los totales.
- Agitación e incubación durante 15 mm a temperatura ambiente.
- Centrifugación durante 15 mm (2.000 g, 40C).
- Decantación rápida del sobrenadante secando los restos sobre papel de filtro.
- Contaje de radiactividad del precipitado en un contador y.
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c) EsDecilicidad
.
Las reacciones cruzadas del anticuerpo son las siguientes:

















El límite de detección del ensayo fue inferior a los 10 pg/ml.
e) Precisión y renroductibilidad









2.7.2.2. RIA de testosterona. (Kit DIRIA-TESTOK)
a) Reactivos
- [1251]T(0,8 pCi de actividad específica)






- Reactivo precipitante (PEG-20 anticuerpo)
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b) Protocolo
.
- Pipetear 25 pl de cada uno de los puntos de la curva estándar (se preparan también
dos estándares inferiores: 0,06 y 0,125 ng/mí) y de las muestras.
- Añadir 100 pl del anticuerpo anti-T.
- Añadir 100 pl de [‘251]T.
- Agitación e incubación durante 24 h a 37”C.
- Añadir 0,5 ml de reactivo precipitante a todos los tubos excepto a los totales.
- Agitación e incubación durante 15 mm a temperatura ambiente.
- Centrifugación durante 15 mm (2.000 g, 4”C).
- Decantación rápida del sobrenadante secando los restos sobre papel de filtro.
- Contaje de radiactividad del precipitado en un contador -y.
c) Especificidad
.
Las reacciones cruzadas del anticuerpo son las siguientes:







5-a-androstan, 3-a, 17-13 diol 0,030
Otros esteroides <0,020
d) Sensibilidad
El límite de detección del ensayo fue de 0,05 ng/ml.
e) Precisión y reproductibilidad
Los coeficientes de variación intra- (n=20) e interensayo (n= 10) son los siguientes:
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Dosis (n2/mh
0.35 1.55 3.40 8.65
Intra- 9,4 6,5 6,8
Inter- 10,0 7,8 6,8
2.7.2.3. lilA de progesterona. (Kit DIRIA-PROGK)
a) Reactivos
.
- [‘251]P(1,76 pCi de actividad específica)
- P estándar (0, 0,5, 1,0, 3,10, 25 y 50 ng/mí)
- Anticuerpo anti-P.
- Reactivo precipitante (PEG-20 anticuerpo)
b) Protocolo
.
- Pipetear 25 pl de cada uno de los puntos de la curva estándar (se preparan también
dos estándares inferiores: 0,125 y 0,25 ng/mí) y de las muestras.
- Añadir 50 pl del anticuerpo anti-P.
- Añadir 50 pl de [‘251]P.
- Agitación e incubación durante 24 ti a temperatura ambiente (,20-25 0C).
- Añadir 0,5 ml de reactivo precipitante a todos los tubos excepto a los totales.
- Agitación e incubación durante 15 mm a temperatura ambiente.
- Centrifugación durante 15 mm (2.000 g, 40C).
- Decantación rápida del sobrenadante secando los restos sobre papel de filtro.
- Contaje de radiactividad del precipitado en un contador y.
c) Esoccific¡dad
Las reacciones cruzadas del anticuerpo son las siguientes:



























La sensibilidad o límite de detección del ensayo fue inferior a 0,1 ng/ml.
e) Precisión y reproductibilidad














Para la especificación del fotoperiodo en los diseños experimentales, se indicará en
primer lugar la duración de la fase luminosa en horas seguido de la letra L (“light’, luz), y
a continuación la fase oscura seguido de la letra D (“darkness’, oscuridad), separadas por dos
puntos. Ejemplo 12L:12D.
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2.8.1. ESTUDIO ONTOGÉNICO DE LOS CICLOS DIARIOS DEHORMONAS TIROIDEAS
EN LARVAS DE A. nerezí
Debido a la limitación en el número de larvas disponibles y considerando que la MEL
podía estar implicada en los posibles cambios diarios de HT, los puntos de muestreo se
seleccionaron para conseguir un mayor número de puntos situados en la fase oscura del
fotociclo diario (12L: 12D, luces encendidas a las 6:00). Las horas de muestreo se
distribuyeron según el siguiente esquema:
1 ¡ ¡ 1 Horasde
12:00 20:00 0:00 4:00 12:00 muestreo.
Para la determinación del estado de desarrollo de los embriones y larvas se utilizaron
las tablas de Gosner (1960) y Taylor-Kollros (1946).
El desarrollo larvario se dividió en las siguientes etapas:
1. Eclosión (21 0).
2. Comienzo de la ingestión (25 0).
3. Premetamorfosis (26-35 0, I-X TK).
4. Prometamorfosis (36-40 0, XI-XVII TK).
5. Final del clímax (45-46 0, XXIV-XXV TK).
Debido al rápido desarrollo de las larvas en los primeros estados y al gran número
de embriones necesarios, ene! primero de los estados estudiados (2 1-22 0, Tabla de Gosner,
1960) se utilizaron larvas obtenidas mediante fecundación in vitro. En el resto de los estados
se utilizaron larvas obtenidas de una puesta espontánea en el laboratorio.
2.8.2. CICLOS DIARIOS DE HORMONAS TIROIDEAS EN ADULTOS DE R. Deren
.
Se utilizaron animales adultos deR. perezí de ambos sexos (n=64/ciclo/estación), con
un peso corporal medio de 34,46±1,11g, manteniéndose en el laboratorio en condiciones
naturales de fotoperiodo y temperatura. La alimentación fue cid libitum con larvas de dípteros.
Dependiendo de las estaciones y debido a diferencias comportamentales que afectaron
a la captura de los animales, el número de machos y hembras disponibles fue diferente, de
manera que en otoño e invierno se utilizaron individuos de los dos sexos, que se
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distribuyeron homogéneamente en grupos, mientras que en primavera y verano se emplearon
sólo hembras y machos, respectivamente.
Los puntos seleccionados para la toma de muestras fueron distribuidos cada cuatro
horas durante la fase luminosa y cada dos horas durante la fase de oscuridad del fotociclo.
Se utilizó un diseño por bloques para distribuir los animales atendiendo a sus pesos
corporales. En todos los puntos estacionales, la recogida de las muestras (plasma y tiroides)
comenzó en el primer punto correspondiente a la fase de luz (9 ó 10 h).
22 0 2 4 6





j4 primavera y verano.
13 otoño e invierno.
las estaciones
Rango de oscilación anual de la fase de oscuridad
Las épocas del año elegidas para el estudio de las variaciones estacionales de los ciclos
diarios de HT en R. perezi corresponden a un mes después de los solsticios y equinoccios.


































en los momentos anuales
los puntos estacionales se hizo en base a estudiar los ciclos diarios
en los que se alcanzan los máximos y mínimos anuales de
y mínimo de horas de luz diarias (verano Vstemperatura ambiental, así como el máximo
invierno). Por otra parte, las diferencias
verano y otoño-invierno son pequeñas,
temperatura sobre la actividad tiroidea
en la duración del fotoperiodo entre primavera-
lo que nos permite observar los efectos de la
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fotoperiodos cortos en otoño e invierno), disminuyendo al máximo las posibles interferencias
asociadas a fotoperiodos muy distintos. Además, en la comparación primavera-otoño podemos
observar el efecto del fotoperiodo sobre la actividad tiroidea ya que las temperaturas son muy
parecidas, mientras que el fotoperiodo es prácticamente opuesto.
2.8.3. CICLOS ESTACIONALES DE HORMONAS TIROIDEAS EN ADULTOS DE R. pered
.
Se utilizaron individuos adultos de ambos sexos (27,28±0,83g) obtenidos a lo largo
del año y mantenidos en el laboratorio (una semana en promedio) bajo condiciones naturales
de fotoperiodo y temperatura. La alimentación fue cid llhitum dos o tres veces por semana
dependiendo de la estación, el horario de alimentación fue siempre al mediodía (12:00). En
invierno, a pesar de la presencia de alimento, los animales no comían.
Los animales (n~ 7-10/sexo/mes) fueron sacrificados en ocho momentos del ciclo
anual durante los años 1991-92 (1 de Enero, 13 de Marzo, 24 de Abril, 8 de Mayo, 2 de
Julio, 27 de Agosto, 17 de Octubre y II de Noviembre) de manera que se dispone de dos
puntos en cada estación anual (primavera, verano, otoño e invierno). El horario de sacrificio
fue siempre de 15:00 a 17:00 un día después de la alimentación. La elección del horario de
muestreo se hizo en base a los resultados obtenidos en el estudio de los perfiles diarios de
la actividad tiroidea descritos en el apanado anterior.
Las condiciones climáticas (temperatura y fotoperiodo) de la zona de procedencia de
los animales se han representado en la Figura 30.
En este estudio, además del plasma y el tiroides, se extirparon las gónadas y el hígado
y se determinó su peso húmedo con el objeto de evaluar la evolución estacional de los
correspondientes índices organosomáticos (índice gonadosomático, 105; índice
hepatosomático, IHS).
2.8.4. REGULACIÓN ENDOGENA DE LA ACTIVIDAD TIROIDEA EN R. neren
INTERACCIONES CON OTROS RÍES NEUROENDOCRINOS
Debido a las diferentes características que presentan en muchos aspectos las larvas y
los adultos de R. perezí, las aproximaciones experimentales utilizadas en uno y otro caso
fueron distintas.
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2.8.4.1. Larvas
.
En todos los experimentos se utilizaron larvas prometamórficas (36-40, G; XI-XVII,
TK) debido a que, como pudimos comprobar en el estudio ontogénico (apanado 2.8.1.), en
estos estados las HT todavía no han alcanzado los valores máximos, siendo susceptibles de
disminuir o aumentar debido a los distintos tratamientos experimentales.
a) Control hipotalímico de la actividad tiroidea. Panel del CRE
Se utilizaron larvas de R. perezí que fueron aclimatadas durante una semana antes del
inicio de los experimentos a las condiciones experimentales de fotoperiodo (14L: lOD, luz de
07:00 a 21:00) y temperatura (22±20C).Las larvas se seleccionaron según su peso, tamaño
y estado con el objeto de obtener grupos iniciales homogéneos.
Se realizaron 3 experimentos siguiendo el siguiente esquema:
- Efecto del tratamiento crónico con hCRF.
Dos grupos de larvas (n= 8/grupo) al inicio de la prometamorfosis (XI TK) se
inyectaron (véase apartado 2.3) durante un mes en días alternos con hCRF (0,5 y 1 pg)
diluido en una solución de Holtfreter al 10%.
- Efecto del tratamiento crónico con oCRE.
Larvas (n = 8/grupo) prometamórficas (XV TK) se inyectaron diariamente durante dos
semanas con oCRF (1 pg) preparado en Holtfreter al 10%.
- Efecto del tratamiento agudo con oCRE.
Larvas (n = 10/grupo) prometamórficas (XI-XVII TK) fueron inyectadas una única vez
con oCRF (2 ¡ig) en Holtfreter al 10% y se sacrificaron a las 2, 4 y 8 h tras la inyección.
Las larvas controles recibieron en todos los casos inyecciones de Holtfreter al 10%
(2 ¡¿1). Todas las inyecciones se llevaron a cabo al final de la fase de luz del fotociclo diario.
Durante los tratamientos erónicos, que se prolongaron hasta que las lanas alcanzaban
el clímax metamórfico, se anestesiaba a las larvas, se determinaba su peso húmedo, tras
secarlas con papel de filtro, y a continuación se determinaban con papel milimetrado los
siguientes parámetros:
- Lonaitud total: se considera desde el extremo más anterior de la cabeza hasta el extremo
más posterior de la cola.
Función tiroidea en anfibios anuros III. MATERIALES Y MÉTODOS 100
- Lonpitud de la extremidad Dosterior: se estiraba la extremidad posterior derecha y se medía
desde la unión al tronco hasta el final del dedo más largo.
- ~jg~~~ai: anchura del segmento más ancho de la cola, incluyendo la aleta caudal.
Lor~gJIL~ I~S
MChhMa ca~.ja]
El peso húmedo y la longitud total se consideraron parámetros indicadores de
crecimiento, mientras que la anchura caudal y la longitud de la extremidad posterior
representaban el grado de desarrollo metamórfico <Delgado ci aL, 1984, 1987).
Al final de los distintos experimentos las larvas fueron pesadas, sacrificadas por
congelación inmediata en hielo seco y congeladas a -250C hasta el momento de la valoración
de HT o procesadas para el estudio histológico posterior (véase apartado 2.4.).
b) Relaciones Dinenl-tiro¡des-Eólladas
.
Se utilizaron larvas prometamórficas (XV TK; 0,37±0,0]g) de R. perezí, mantenidas
en el laboratorio bajo las condiciones estándar reseñadas en al apartado 1.3.2. (fotoperiodo:
12L:12D, luces encendidas a las 8:00; temperatura: 25±20C).
- Efecto de la melatonina sobre la actividad tiroidea.
En este experimento tratamos de ver el efecto tanto de un descenso como de un
incremento de los niveles endógenos de MEL sobre la concentración de 1-IT. Además, se
intentó ver si la acción de la MEL podía producirse sobre diferentes procesos determinantes
de la actividad tiroidea (secreción yio metabolismo de HT). Para ello se llevó a cabo un
tratamiento agudo por inmersión de las larvas en las distintas soluciones hormonales durante
12 ti correspondientes a la fase oscura del focociclo diario. Las larvas de cada grupo
experimental se situaban en recipientes conteniendo 200 ml de agua desdorada con o sin
hormonas. Se hicieron los siguientes grupos experimentales:
Lo~gdt~ de Dala
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- Control (nWO).
- MEL 0,5 mM (n = 10). La concentración final de MEL se conseguía mediante la
adición de una alícuota (200 gí) de una solución concentrada (0,5 M) en etanol
absoluto. La proporción final de etanol fue de 0,1 %.
- 14 0,1 gM (n= 10). La concentración final de 14 se conseguía, de forma similar a
lo visto para la MEL, añadiendo una alícuota (100 Mi) de una solución concentrada
(0,2 mM) en NaOR 0,05 N. La proporción final de NaOH fue de 0,05%.
- T4±MEL(n = 10). Se añadía al agua una alícuota de las soluciones de T4 y MEL
reseñadas en los dos anteriores grupos.
La proporción final de los disolventes (NaOH y etanol) se igualé en todos los grupos
experimentales. Las soluciones concentradas de hormonas se preparaban el mismo día del
experimento.
Para conseguir el descenso de los niveles endógenos de MEL se privó a las larvas de
una noche mediante el tratamiento agudo con luz constante, 24L (Pang er al., 1985) y se
repitieron los mismos grupos experimentales bajo estas condiciones.
Al final del tratamiento, y coincidiendo con el inicio de la fase de luz, se sacrificaban
las larvas, se pesaban y se conservaban a -25
0C hasta el momento de la valoración de HT.
- Efecto de los esteroides gonadales sobre la actividad tiroidea.
Se llevó a cabo un tratamiento agudo que, de manera análoga a lo descrito en el
apartado anterior, consistió en inmersión de las larvas en la solución hormonal (E
2 o T)
durante 12 h correspondientes a la fase oscura del fotociclo diado. Los grupos experimentales
realizados fueron:
- Control (n= 10).
- E2 5 MM (n= 10). La concentración final en el agua fue conseguida añadiendo una
alícuota (100 ~l) de una solución concentrada (10 mM) en etanol absoluto. La
proporción final de etanol fue de 0,05%.
- 1 5 MM (n= 10). Se añadió una alícuota (100 ~l) de una solución concentrada (10
mM) en etanol absoluto. La proporción final de etanol en el agua fue de 0,05%.
E] grupo control recibió la misma cantidad de etanol.
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Al final del tratamiento, y coincidiendo con el inicio de la fase de luz, se sacrificaban
las larvas, se pesaban y se conservaban a -250C hasta el momento de la valoración de HT.
- Efecto de las hormonas tiroideas y la ¡nelatonina sobre los esteroides gonadales.
Con el propósito de comprobar si las interacciones entre estos ejes neuroendocrinos
se producen en los dos sentidos, se llevó a cabo un tratamiento agudo, según el protocolo
anteriormente citado (inmersión durante 12 h, fase oscura). Los grupos experimentales
fueron:
- Control (n= 10).
- T
3 1 nM (n 10). Se añadía al agua (200 mi) una alícuota (100 MI) de una solución
concentrada (2 ~M) en NaOH 0,05 4 Proporción final de NaOH en el agua: 0,05%.
- T4 1 nM (n= 10). Se añadía al agua una alícuota (100 MI) de una solución
concentrada (2 gM) en NaOH 0,05 N. Proporción final de NaOH en el agua: 0,05%.
- MIEL 0,5 mM (n= 10). La concentración final de MEL se conseguía mediante la
adición de una alícuota (200 ¡tI) de una solución concentrada (0,5 M) en etanol
absoluto. La proporción final de etanol fue dc 0,1 %.
La proporción final de cada disolvente en el agua se igualó en todos los grupos
experimentales.
Al final del tratamiento, y coincidiendo con el inicio de la fase de luz, se sacrificaban
las larvas, se pesaban y se conservaban a -25






- Efecto de la pinealectomía y la ceguera sobre la actividad tiroidea.
En este experimento intentamos determinar el efecto de un descenso crónico de los
niveles endógenos de MEL, mediante la extirpación quirúrgica de las dos fuentes principales
de esta hormona en adultos de R. perezí, la glándula pineal y los ojos.
Se utilizaron hembras adultas de R. perez¡ (42,34+1 26g) que se mantuvieron en el
laboratorio en condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura durante los meses de Julio-
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Agosto. La alimentación fue forzada con hígado de pollo 3 veces por semana, conservándose
el peso de los animales durante el período experimental.
Grupos experimentales:
- Contro¡ (n 16)
- Pinealectomía y ceguera, Px+Cx (n= 16)
Tras la intervención quirúrgica (véanse apartados 2.2.2 y 2.2.3) los animales se
mantuvieron durante 50 días, al cabo de los cuales se sacrificaron (n=8/grupo) en dos
momentos del fotociclo diario (segunda mitad de la fase luminosa y segunda mitad de la fase
oscura), con el objeto de observar posibles alteraciones en los perfiles día/noche de HT. La
elección de las horas de sacrificio se hizo en base a los datos obtenidos en los ciclos diarios.
En este estudio, además del plasma y las glándulas tiroideas, también se extirparon
el hígado, gónadas y cuerpos grasos.
b) Relación tiroides-Qónadas
.
- Efecto de la ovariectomía sobre la actividad tiroidea.
Con este experimento intentamos ver la influencia de un descenso de los niveles
endógenos de esteroides sexuales (E2) sobre la actividad tiroidea de hembras sexualmente
maduras de R. perezí (39,24±1,91g) que se mantuvieron bajo condiciones naturales de
fotoperiodo y temperatura en Junio-Julio. La alimentación fue forzada con hígado de polio
2 veces a la semana.
Se repitió el mismo diseño experimental en dos ocasiones y se hicieron los siguientes
grupos experimentales:
- Control (n =20)
- Ovariectomía, Ovx (n=20)
La mitad de los animales (n= 10/grupo) se sacrificaron a la semana (Control7 y Ovx7)
de la intervención quirúrgica (véase apanado 2.2. 1.) y la mitad restante (n= 10/grupo) se
sacrificó al mes (Control3O y Ovx3O). El horario de sacrificio fue entre las 15:00 y 17:00
en los dos casos, y se extrajeron muestras de plasma para la valoración de W, P y HT, así
como los tiroides para la determinación del contenido de HT. También se extirparon el
hígado, los cuerpos grasos y el oviducto.
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- Efecto del estradiol sobre la actividad tfroidea ¿u vftro.
Para estudiar el posible efecto directo del W (1 ¡tM) sobre la producción de ItT, se
llevó a cabo un cultivo ¿it vitro de tiroides (véase apartado 2.6.) procedentes de hembras de
R. perezi (n 7, 38,46±9,47g) que habían sido mantenidas en el laboratorio bajo
condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura durante el mes de Abril y que habían sido
alimentadas de manera forzada con hígado de pollo 3 veces en semana. El horario de
sacrificio fue el mismo que en el caso antenor.
Los tiroides procedentes de un mismo animal se distribuyeron de manera que uno se
utilizó de control mientras que el otro fue tratado con W. El cultivo se realizó durante 12
horas y el medio era renovado totalmente cada 3 horas, recogiéndose muestras para la
valoración de HT.
- Efecto de inhibidores tiroideos y T3 sobre los esteroides gonadales ¿u vivo.
Para el estudio del efecto de las HT sobre el eje gonadal se utilizaron hembras
sexualmente maduras de R. perezí (30,71 ±2,32g) que fueron mantenidas en el laboratorio
bajo condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura durante el mes de Julio. La
alimentación fue forzada con hígado de pollo 3 veces por semana.
Como inhibidores de la actividad tiroidea se utilizaron ácido iopanoico (IOP) y
propiltiouracilo (PTU). Los grupos experimentales fueron los siguientes:
- Control (n = 8).
- IOP+PTU (n==8).
- IOP+PTU+T3 (n=8).
- Preparación de los tramientos hormonales
:
- IOP (0,5 mg/lO g peso). Se disolvió inicialmente en un pequeño volumen de NaOH
0,1 N y se llevó a la dosis final con tampón sodio-fosfato 0,15 M, pH 7,35. Volumen
de inyección: 50-80 gí según el peso.
- PTU (1 mg/lO g de peso). Se disolvió inicíalmente en un pequeño volumen de
NaOH 1 N y se llevó a la dosis final deseada con una mezcla (50%) de Ringer de
anfibios y tampón sodio-fosfato 0,15 M, pH 7,35. Volumen de inyección: 100-200
~¿lsegún el peso.
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- T3 (2 gg/10 g de peso). Se partía de una solución concentrada (10 mg/mí) en NaOH
0,05 N y se llevaba a las dosis finales con Ringer de anfibios. Volumen de inyección:
50-80 ¡tI según el peso.
El pH de las soluciones hormonales se comprobó antes de la inyección y se ajusté con
ClH 1 N cuando fue necesario con el fin de mantenerlo en un rango de pH 7,5-8,5.
El tratamiento duró 15 días y los animales fueron inyectados diariamente al mediodía
(12:00) en el saco linfático ventral. Los animales controles recibieron inyecciones del mismo
volumen de disolvente. El horario de sacrificio fue igual al de los casos anteriores y se
recogieron muestras de plasma, para valorar HT y E2~ así como los tiroides, el hígado, las
gónadas, los cuerpos grasos y el oviducto.
- Efecto de T3 sohre la producción de esteroides gonadales ña vitro.
Con el fin de determinar si la T3 es capaz de ejercer un efecto directo sobre la
producción de esteroides gonadales, se llevó a cabo un cultivo in vitro de ovocitos (véase
apartado 2.6.) procedentes en su totalidad de una de las ranas utilizadas en los experimentos
de Ovariectomías y que se seleccionaron en base a su estado de maduración para asegurar
su capacidad de respuesta. Asimismo, se utilizaron las gónadas de un único animal con el
propósito de obtener una mayor fiabilidad y homogeneidad en los resultados (Gancedo,
1988).
Se hicieron 4 grupos experimentales:
- Control real (n=5).
- Control positivo (n=5), tratado con homogeneizado de hipófisis (0,5 equ de
hipófisis/mI).
- Control negativo (n=5), tratado con GCH (50 UI/mí).
- T3 10pM (n=5).
El cultivo se prolongó durante 12 h y el medio fue renovado totalmente cada 3 horas,
recogiéndose muestras para la valoración de E-~, T y 1>.
2.8.5. REGULACIÓN AMBIENTAL DE LA ACTIVIDAD TIROIDEA EN R. nerezi. EFECTO
DEL FOTOPERIODO. LA TEMPERATURA Y LA ALIMENTACIÓN
.
Con el objeto de estudiar el efecto de distintos factores ambientales sobre la actividad
tiroidea en R. perezí, se llevaron a cabo los siguientes diseños experimentales que se han
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organizado, de manera similar al apanado anterior (2.8.4.), separando larvas e individuos
adultos.
La elección de las temperaturas utilizadas en el estudio de la influencia de este factor
ambiental sobre la actividad tiroidea, tanto de larvas como de adultos, de R. perezi (apanados
2.8.5.l.b y 2.8.5.2.b), se hizo en base al rango de temperaturas que esta especie, así como




a) Efecto del fotoneriodo
Se utilizaron larvas en prometamorfosis avanzada (XVI-XVII TK; 0 53+0 01 g) que
fueron mantenidas en el laboratorio bajo las condiciones estándar de fotoperiodo (12L: 12D,
luces encendidas a las 8:00) y temperatura (25 ±20C).
Las larvas fueron divididas en 3 grupos:
- Control (n=20), se mantuvo en 12L:12D.
- 24L (n=20), se mantuvo en condiciones de iluminación constante.
- 24D (n =20), se mantuvo en condiciones de oscuridad constante.
El período de aclimatación a las condiciones experimentales de iluminación (24L y
24D) fue de una semana.
Les animales (n = 10/grupo) se sacrificaron en dos momentos del fotociclo diario, al
mediodía y a la medianoche, y se conservaron a -250C hasta el momento de la valoración de
HT.
b) Efecto nudo de la tenweratura
.
En estos experimentos se analizó el efecto agudo (24 h) de la temperatura sobre la
concentración de HT. Se emplearon larvas prometamórficas (XV TK) de R. perezí
mantenidas bajo un fotoperiodo 12L:12D (luz de 8:00 a 20:00).
En un experimento preliminar, las larvas (1,28 ±0,04g), que habían sido mantenidas
a 17±1 0C, se dividieron en tres grupos (n = 10/grupo):
- Control (17±10C)
- Temperatura alta (25±1“C)
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- Temperatura baja (5±10C)
Las larvas se sacrificaron a mitad de la fase de luz.
Posteriormente, se llevó a cabo otro experimento similar en el que las larvas (n=54;
0,40±0,01g) fueron aclimatadas durante dos semanas a 20+1 “C y al final de este período
se dividieron en tres grupos (n = 18/grupo):
- Control (20±10C)
- Temperatura alta (30±10C)
- Temperatura baja (10±10C)
Los animales fueron sacrificados al mediodía (n=9/gmpo) y a la medianoche
(n=9/grupo).
En los dos casos los animales se conservaron a -250C hasta la valoración de HT.
e) Efecto de la alimentación
.
Se utilizaron larvas prometamórficas (XIII TIC; 0,31±0,01g) mantenidas en el
laboratorio bajo un fotoperiodo estándar (12L:12D, luces encendidas a las 4:00) y una
temperatura de 20 + l<~ C.
Los grupos experimentales de larvas (n= 18/grupo) fueron:
- Control (C), alimentadas att libitum durante el período experimental (una semana).
- Ayuno (A), no recibieron alimento durante una semana.
- Realimentación (R), al cabo de una semana de ayuno se les proporcionó alimento
a las 8:00.
Las larvas se sacrificaron a las dos horas de la presentación del alimento, coincidiendo
con la mitad de la fase de luz (n=9/grupo) y a las 14 horas de la realimentación coincidiendo
con la medianoche (n =9/grupo), y fueron conservadas a -25 0C hasta la valoración de HT.
2.8.5.2. Adultos
a) Efecto del fotoneriodo
Se emplearon individuos adultos de ambos sexos (29,79 ±0,9g) de R. perezi
mantenidos bajo condiciones naturales de fotoperiodo y temperatura en Mayo-Junio. La
alimentación fue forzada con hígado de poiío 2 veces por semana.
Los animales (n= 14-18/grupo) se dividieron en 3 grupos:
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- Control, se mantuvo al fotoperiodo natural (1SL:9D).
- 24L, se mantuvo en luz constante.
- 24D, se mantuvo en oscuridad constante.
La aclimatación a 24L y 24D duró tres semanas. Los animales se sacrificaron en la
segunda mitad de la fase de luz (n = 7-9/grupo) y en la segunda mitad de la fase oscura (n = 7-
9/grupo), con el fin de poder comparas los resultados con los obtenidos en el experimento
de pinealectomia y ceguera (2.8.4.2.a). Se extrajeron muestras de plasma y tiroides.
b) Efecto crónico de la temperatura: Aclimatación térmica
.
Se utilizó el mismo diseño experimental en dos épocas del año: verano (Julio-Agosto)
e invierno (Enero-Febrero). Se emplearon individuos adultos de ambos sexos (33 18+1 58
g) de R. peral que habían sido mantenidos en el laboratorio bajo condiciones naturales de
fotoperiodo y temperatura y alimentación att tibitum con larvas de dípteros durante al menos
un mes (fase de estandarización) previo al período de aclimatación térmica. La duración del
período de aclimatación fue de 40 días en las dos épocas del año y las condiciones de
aclimatación fueron las siguientes:
- Aclimatación a calor: 25+1 <‘C.
- Aclimatación a frío: 5+l”C.
- Fotoperiodo: 12L: 12D (para ambos grupos)
El fotoperiodo se mantuvo constante con el fin de poder valorar exclusivamente los
efectos crónicos de la temperatura. La iluminación se llevó a cabo mediante tubos
fluorescentes situados en las cámaras de aclimatación (potencia total, 216 W), manteniéndose
las luces encendidas de 8:00 a 20:00. La alimentación durante este período se efectuó al
mediodía y fue forzada con hígado de pollo 3 veces por semana en el caso de los grupos de
calor y 2 veces por semana en el caso de los grupos de frío, con el fin de mantener constante
el peso corporal de los animales durante el período experimental.
Al término de la fase de aclimatación, los animales fueron sacrificados al cabo de al
menos 24 h a partir de la última alimentación en dos momentos del fotociclo diario,
coincidiendo con la mitad de la fase luminosa (14:00) y la mitad de la fase oscura (2:00). El
sacrificio (7-10/hora de muestreo) se efectuó por decapitación y las muestras (plasma y
tiroides) se mantuvieron a -25’C hasta el momento de la valoración de HT.
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c) Efecto de la alimentación
.
En este experimento se intentó determinar el efecto que tenía una única comida sobre
la actividad tiroidea tras un período de ayuno. Para este estudio se utilizaron hembras de R.
perezi (33,88±2,74g) que fueron mantenidas bajo condiciones naturales de fotoperiodo y
temperatura en Agosto.
Los animales se dividieron en dos grupos experimentales (n= 12/grupo):
- Ayuno (A), se mantuvieron en ayuno durante una semana.
- Realimentación (R), tras una semana de ayuno los animales fueron alimentados de
forma forzada con una cantidad de larvas de dípteros equivalente al 1 % del peso
corporal de cada animal.
Al final del período experimental, y bajo anestesia, se extrajo un pequeño volumen
de sangre con capilares heparinizados a través de una pequeña abertura practicada en la piel
ventral y mediante punción de la vena lateral con una aguja fina. Este procedimiento se
realizó a las 4, 8 y 24 h de la alimentación, siendo sacrificados los animales en la última hora
de muestreo. Las muestras (plasma y tiroides) se congelaron a -250C hasta el momento de
la valoración de HT y glucosa. Además, se determinó el hematocrito a las distintas horas
para evaluar el efecto del muestreo repetido.
2.9. Análisis estadístico de los resultados.
Cuando los niveles hormonales fueron inferiores al límite de detección de los ensayos,
se tomó este último como valor para el análisis estadístico de los datos. Aquellos datos que
se alejaban de la media en un valor superior al doble de la desviación típica fueron
desechados.
2.9.1. ANÁLISIS DE REGRESIÓN Y CORRELACIÓN
.
a) Re2res¡ón y correlación lineales
Existe mucha confusión acerca de esta materia, tratándose en muchas ocasiones los
problemas de correlación como si fueran de regresión y viceversa, debido a las estrechas
relaciones matemáticas existentes entre estos dos métodos de análisis (de hecho, el coeficiente
de correlación (r) es igual al coeficiente de regresión (b) multiplicado por e] cociente de las
Función tiroidea en anfibios anuros U!. MATERIALES Y MÉTODOS 110
desviaciones tfpicas de las variables). Sin embargo, mientras que en regresión se intenta
describir la dependencia de una variable y sobre una variable independiente x, que viene dada
por la función y = a + bx; en correlación se trata de determinar si dos variables son
independientes o varían conjuntamente, es decir, covarían, sin expresar una como función de
la otra.
En nuestro caso se aplicaron ambos tipos de análisis para evaluar la recuperación
analítica en la validación de los RIAs de Hl y esteroides gonadales para muestras de
anfibios.
Cuando el objetivo primordial era conocer el grado en que dos variables variaban
conjuntamente, se aplicó únicamente el análisis de correlación.
b) Comparación de la pendiente de dos rectas
.
En algunas ocasiones resulta necesario probar si las líneas de regresión obtenidas a
partir de varios conjuntos de datos análogos son iguales, para lo cual se comparan las
pendientes de ambas rectas, con el fin de averiguar si ambas proceden de la misma población.
Para llevar a cabo dicho análisis se utiliza un ANOVA en el cual se compara,
mediante un estadístico F, el cuadrado medio debido a la diferencia entre las distintas
pendientes (variación entre regresiones), con el promedio ponderado de las desviaciones
respecto de la regresión (variación dentro de las regresiones). Sí dicho estadístico es mayor
que el valor crítico Fain2, entonces se concluye que las pendientes son estadísticamente
diferentes y que los datos proceden de poblaciones distintas (Sokal y Rohlf, 1979).
Este test estadístico ha sido utilizado en la validación de los RíAs de HT y hormonas
esteroides (paralelismo entre muestras biológicas y curvas estándares del RíA, previa
transformación logística-logarítmica para conseguir la linealización de las curvas).
2.9.2 TEST t DE STUDENT
.
En los casos en los que se trataba de analizar si las medias muestrales obtenidas a
partir de dos únicos tratamientos experimentales procedían de una misma población, se aplicó
un test simple como es el de la £ de Student para datos pareados o independientes según el
diseño experimental.
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2.9.3. ANÁLISIS DE LA VARIANZA <ANOVA) Y TEST DE DUNCAN DE
COMPARACIONES MÚLTIPLES
.
En todos los casos en los que se aplicó un ANOVA, se comprobó en primer lugar la
normalidad de las variables, por ser uno de los requisitos necesarios para su utilización (Sokal
y Rohlf, 1979), mediante la aplicación del test de Kolmogorov-Smirnov.
Debido al método utilizado en la estimación de los valores hormonales sobre una
función curvilineal (curva estándar del RIA), aparece una marcada correlación entre la
desviación y la media de los datos, con lo cual no se cumple la condición de homogeneidad
de las varianzas, requisito para la aplicación del ANOVA. Para conseguir esta
homocedasticidad se realizó la transformación logarítmica de los valores hormonales, tras esta
transformación se aplicó el test de Bartlett para probar si la homogeneidad de varianzas se
había conseguido.
A continuación expondremos los supuestos generales en los que se utilizaron este tipo
de análisis estadísticos y trataremos, a modo de ejemplo, su aplicación en algunos casos
específicos.
Cuando el número de medias muestrales a comparar fue superior a dos, pero el
criterio de clasificación de las mismas fue único, es decir, cuando existía un único factor o
fuente de variación, se utilizó el ANOVA de una vía (ANOVAl) y en el caso de que éste
fuera significativo, se aplicó a continuación el test de Duncan de comparaciones múltiples
para determinar los pares de muestras que presentaban diferencias significativas.
a) Ciclos diarios de hormonas tiroideas
Para el análisis estadístico de los datos obtenidos durante los ciclos diarios, se utilizó
un ANOVAl con el fin de probar la existencia de un ciclo diario, es decir, que las
diferencias entre los valores obtenidos en distintos puntos del ciclo sean significativas.
Si el ANOVAL anterior es significativo, se pasa a averiguar qué valores nocturnos del
parámetro estudiado muestran diferencias con los valores diurnos utilizando el test de Duncan
para comparaciones múltiples.
En aquellos casos en que existían dos fuentes de variación de igual rango (factores),
se aplicó un ANOVA de doble vía (ANOVA2) con el fin de determinar la influencia de los
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dos factores principales, así como su posible interacción. Dicha interacción es propia de
multitud de procesos biológicos (Sokal y Rohlf, 1979), y en general se puede clasificar en
dos clases:
- Sinergia. Cuando el efecto observado al actuar dos factores conjuntamente es mucho mayor
que la suma de los efectos de cada factor por separado.
- Interferencia. Cuando el efecto de los dos factores actuando conjuntamente es mucho
menor que la suma del efecto de cada factor por separado.
b) Ciclos estacionales de hormonas tiroideas
.
En el caso de los ciclos estacionales en primer lugar se utilizó un ANOVA2 con el
objeto de probar, tanto la existencia de un ciclo estacional, y por tanto, diferencias
significativas entre los distintos puntos anuales, como la aparición de diferencias debidas al
sexo en estos ciclos. A continuación, siendo el ANOVA significativo, se aplicó, de forma
similar al caso de los ciclos diarios, el test de Duncan de comparaciones múltiples, con el fin
de identificar los meses que presentaban valores significativamente diferentes y las diferencias
entre sexos en un mismo mes.
Cuando el modelo requería estudiar los efectos de varios factores (efectos principales)
dentro del mismo diseño experimental, se utilizó un análisis multifactorial de la varianza o
ANOVA de múltiple vía (MANOVA). Este análisis estadístico, de forma similar a lo que
ocurría con el ANOVA2, además de analizar el efecto de cada factor sobre el parámetro en
estudio, proporciona información sobre la interacción de los efectos principales entre si. En
el caso de que la interacción entre factores no sea significativa se cumpliría el supuesto de
aditividad de los efectos principales, permitiendo individualizar el efecto de cada factor sobre
la variable en estudio con respecto al resto de los factores. Cuando existen interacciones se
tratada de un modelo multiplicativo y la interpretación de los efectos de cada factor se
complica. Sin embargo, silos efectos principales son multiplicativos en lugar de aditivos, es
posible simplificar el análisis estadístico aplicando la transformación logarítmica, que reduce
el modelo multiplicativo a uno aditivo, aplicándose a continuación el MANOVA.
Además, la utilidad MANOVA permite determinar la potencia relativa de cada factor
sobre los valores de la variable estudiada mediante la aplicación de un modelo matemático
de partición de la varianza. Para el cálculo de los coeficientes del modelo se aplicó en primer
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lugar un modelo factorial completo que permite obtener la significación estadística de todos
los factores y las interacciones correspondientes, a continuación se aplica nuevamente el
modelo pero esta vez restringiéndonos a los factores e interacciones que habían resultado
previamente significativas. A partir de estos resultados, y tomando como grupo de referencia
el de menor media, se asocia cada factor e interacción a un coeficiente proporcional a la
potencia de su efecto. La validez del modelo estimado se comprobó mediante la comparación
de los valores observados en cada grupo con los esperados según el modelo, de manera que
la diferencia o residuo, tras la normalización respecto a la desviación estándar media, ha de




En este estudio los factores considerados en la aplicación del MANOVA fueron los
siguientes:
- Época del año (verano e invierno).
- Temperatura de aclimatación (25~ y ST).
- Momento del fotociclo en que se sacrificaron los animales (mediodía y medianoche).
Posteriormente se aplicó el test de Duncan de comparaciones múltiples para detectar
las diferencias significativas entre los valores de HT de los distintos grupos experimentales.
d) Cultivos ¿u vitro
Los datos fueron analizados mediante un MANOVA. Se aplicó un modelo
multiplicativo, lo que conlíeva una transformación logarítmica previa de los datos. El test de
Bartlett fue aplicado para probar la homogeneidad de las varianzas.
Debido al hecho de que se obtienen varias muestras de medio consecutivas de cada
tiroides o grupo de ovocitos, con el fin de estudiar el efecto del tiempo de cultivo sobre la
producción de MT o esteroides, se aplicó el análisis de multivarianza para datos repetidos.
Para detectar las diferencias entre los distintos tratamientos en cada período de cultivo se
aplicó el test de Duncan.
IV. RESULTADOS
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1. VALIDACIÓN DE LOS RADIOII~JMUNOENSAYOS (RIAs).
1.1. Validación de los RIAs de hormonas tiroideas.
1.1.1. PARALELISMO
.
a) Efecto del proceso de extraccidn sobre los RIAs
Para la valoración de T3 y T4 en larvas y plasma de individuos adultos de R. perezí,
es necesario realizar un proceso de extracción previo. Con el fin de comprobar los posibles
efectos de este proceso sobre el desarrollo de los RIAs, se compararon una curva estándar
normal con varios puntos de una curva extraída siguiendo el método general descrito en el
apartado de Materiales y Métodos (2.7.1 .a). El paralelismo observado entre ambas curvas,
tanto para T3 como para T4 (Fig. 1), indica que el proceso de extracción no modifica las
características del RIA, es decir la capacidad de unión del anticuerpo no se ve alterada.
Dicho paralelismo fue comprobado mediante la comparación de las pendientes tras la
transformación logit-log (T3: estándar, b=~ -2 021 + 0,092; extraída, b== -2,516 + O 642
p>O,l; ‘l’4: estándar, b= -1,547 + O 104 extraída, b= -1,449 + 0 136; p>O,l).
b) Efecto del procesamiento del tiroides sobre los RíAs
.
En el caso de los tiroides de individuos adultos de R. peral, no se realizó el proceso
de extracción al que hacíamos referencia en el apanado anterior, sino que, en primer lugar,
se sometían a una extracción en metanol para obtener la fracción libre de yodotironinas; y
posteriormente, se llevaba a cabo la digestión proteolítica del precipitado con pronasa. Para
probar el posible efecto de este tratamiento sobre el desarrollo de los RIAs, se compararon,
de manera análoga a lo visto en el apanado anterior, una curva estándar con una curva
extraída con metanol y con una curva digerida con pronasa siguiendo los métodos generales
reseñados en Materiales y Métodos (2.7.1 .b). Tanto en el caso de la 13 como en el de la ‘[4,
no se encontraron diferencias significativas (Fig. 2) entre las curvas cuando se compararon
las pendientes tras la transformación logit-log (T3: estándar, b= -1,999 ±0,048; extraída,
b= -l 837 + 0,047; digerida, b= -2,191 + O 076 p>O,l; 14: estándar, b= -2 045 +
0,344; extraída, b= -1,535 + 0 184; digerida, b= -1,804 + 0 173; p>0,O5). La existencia
de paralelismo, por tanto, indica que el procesamiento de las glándulas tiroideas tampoco
modifica la capacidad de unión del anticuerpo.
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Figura 1. Paralelismo entre las curvas estándares (s—á) de los RIAs de a) 13 y b) ‘[4
y varios puntos de una curva extraída (+ -- +) siguiendo el método general descrito en
el apanado de Material y Métodos (2.7. l.a). Los datos se representan como la media
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Figura 2. Paralelismo entre las curvas estándares de los RíAs de a) T3 y b) ‘[4
realizadas de forma directa (A—A) O tras su extracción con metanol (*--*) y digestión
con pronasa (x --><). Los datos se representan como la media de dos determinaciones

























Función tiroidea en anfibios anuros IV. RESULTADOS 118
A continuación, para determinar si dicho paralelismo se mantenía en las distintas
muestras biológicas, se procedió a la comparación de las curvas estándares con las curvas
obtenidas a partir de diluciones sucesivas de las muestras:
e) Lanas
.
En la Figura 3 podemos observar el paralelismo existente entre las diluciones
sucesivas de los extractos de larvas con las curvas estándares de T3 y ‘[4. Tras la
transformación logit-log de los datos se aprecia la no existencia de diferencias significativas
(p >0,05) entre las pendientes de las rectas obtenidas (‘[3 estándar, b = -2 004 + 0, 128;
diluciones, b= -1 564 + 0,073; 14 estándar, b= -1,741 + 0 125; diluciones, b= -1,031 ±
-0,057).
d) Plasma y tiroides de adultos
.
En cuanto a las muestras obtenidas en adultos de R. peral (Fig. 4), se mantuvo el
paralelismo (p >0, 1) entre las curvas estándares de HT (los datos referentes a las curvas
estándares de ‘[3 y 14 son los mismos que en el apanado anterior) y los extractos de plasma
(‘[3, b= -1,659 + 0042; T4, b= -1,271 + 0032). Resultados similares (p>O,l) se
obtuvieron tanto con las fracciones libres (T3, b= -1,868 + 0 117; 14, b= -l 037 + 0,028),
como con las unidas (‘[3, b= -2,323 ±0,253; ‘[4, b= -1132 + 0,194).
e) Medio de cultivo de tiroides
En el caso del medio de cultivo de tiroides procedentes de hembras adultas de R.
peral, se realizaron los RIAs directamente, sin previo procesamiento de las muestras. De
nuevo se observa (Fig. 5) la existencia de un paralelismo significativo (p >0,1) entre las
curvas estándares de HT y las diluciones del medio de cultivo de tiroides control (‘[3, b= -
1,535 + O 21& ‘[4, b= -l 905 + 0,131).
1.1.2. RECUPERACIÓN ANALÍTICA
Continuando con la validación de los RíAs de Hl para muestras de R. peral, se
llevaron a cabo las pruebas necesarias para determinar la recuperación analítica. Para ello,
se añadieron cantidades conocidas de ‘[3 y ‘[4 a distintas muestras (extractos de larvas y
plasma, fracciones libre y unida de tiroides y medio de cultivo de tiroides), y la cantidad de
hormona encontrada se comparó con la cantidad de hormona esperada.
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Figura 3. Paralelismos entre las curvas estándares (á —s) de a) ‘[3 y b) ‘[4 y diluciones
sucesivas, realizadas en los tampones de los RIAs respectivos, de los extractos de larvas
de R. perezi (1--!). Los datos se representan como la media de dos determinaciones
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Figura 4. Paralelismos entre las curvas estándares (A—A) de a) ‘[3 y b) 14 y diluciones
sucesivas, realizadas en los tampones de los RIAs respectivos, de los extractos de
plasma (• -- •) y de las fracciones tiroideas libres (O--O) y unidas (e--e) de adultos
de R. perezi. Los datos se representan como la media de dos determinaciones (e.e.m.
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FiguraS. Paralelismos entre las curvas estándares (A—A) de a) ‘[3 y b) ‘[4 y diluciones
sucesivas, realizadas en los tampones de los RIAs respectivos, de medio de cultivo de
tiroides (*~~*) de adultos de R. perezi. Los datos se representan como la media de dos
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a) Lanas
.
Como se puede observar en la Figura 6, existe una correlación significativa tanto
entre la cantidad de ‘[3 esperada y la encontrada (r=0,979, p<O,05>, como entre la cantidad
de ‘[4 esperada y la encontrada (r=O,995, p <0,01). Las pendientes de las rectas de regresión
son próximas a 1 en los dos casos (T3, b=1,35 + 0 19; ‘[4, b=0,89 ±0,05), lo cual indica
una relación de 1 a 1 entre las H’[ esperadas y las estimadas en el ensayo.
b) Plasma
.
En el caso del plasma de adultos de R. peral (iFig. 7), también se observa una
correlación significativa (r=0,998, p <0,005) entre la cantidad de ‘[3 esperada y la estimada
mediante RíA, siendo la relación entre ellas de 1 a 1 (b= 112 + 0,04). Resultados similares
se observaron en el caso de la ‘[4 (r=0,995, p<O,Ol; b=0,87 ±0,05).
e) ‘[froides
Las fracciones libres (F) de H’[ (Fig. 8) presentaron una correlación significativa
entre las cantidades de H’[ esperadas y encontradas (‘[3, r=0,991, p<O,Ol; T4, r=0,999,
p <0,0005). De manera similar, en el caso de las fracciones unidas de H’[ (Fig. 9), se
apreció la existencia de correlaciones significativas (‘[3, r=0,999, p <0,025; T4, r=0,998,
p <0,001). Las relaciones entre las hormonas esperadas y las estimadas en el RíA fueron
aproximadamente de 1 a 1 en todos los casos (F’[3, b=l 12 + 0,11; FT4, b=0,83 + O 02
BT3, b=l,09 ±0.05;B’[4, b=l,03 + 003).
d) Medio de cultivo
Finalmente, se mantuvo la correlación significativa (r=0,997, p <0,05) entre la ‘[3
esperada y la determinada mediante RíA en los medios de cultivo procedentes de tiroides
(Fig. 10), así como entre los valores esperados y encontrados de ‘[4 (r=0,996, p <0,01). Las
pendientes de las rectas de regresión fueron ligeramente superiores a 1 (‘[3, b = 1,32 + O 10
T4, b=l 53 + 0,11).
1.1.3. PRECISIÓN Y REPRODUCIBILIDAD
Por último, se muestran los resultados obtenidos en la determinación de los límites
de detección de los RíAs y los coeficientes de variación intra- e interensayo.










































Figura 6. Eficacia analítica de los RíAs de a) ‘[3 y b) T4. Regresión lineal entre la
cantidad de hormona esperada en extractos de larvas de R. perezi, a los que se había
añadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de hormona estimada mediante
RíA. Los datos se representan como la media de dos determinaciones (e.e.m. < 5%
de la 1).
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Figura 7. Eficacia analítica de los RIAs de a) 13 y b) T4. Regresión lineal entre la
cantidad de hormona esperada en extractos de plasma de adultos de R. perezi, a los que
se había añadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de hormona estimada
mediante RíA. Los datos se representan como la media de dos determinaciones (e.e.m.
< 5% de la 1).
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Figura 8. Eficacia analítica de los RíAs de a) ‘[3 y b) ‘[4. Regresión lineal entre la
cantidad de hormona esperada en la fracción libre de tiroides de adultos de R. perezi,
a la que se había añadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de hormona
estimada mediante RíA. Los datos se representan como la media de dos determinaciones
(e.e.m. < 5% de la x).






































5 10 15 20 25 30 35 40
T3 esperada (pg)
0 25 50 75 100 125 150 175 200
T4 esperada (pg)
Figura 9. Eficacia analítica de los RíAs de a) T3 y b) ‘[4. Regresión lineal entre la
cantidad de hormona esperada en la fracción unida de tiroides de adultos de R. perezi,
a la que se había añadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de hormona
estimada mediante RITA. Los datos se representan como la media de dos determinaciones
(e.e.m. < 5% de la i).
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Figura 10. Eficacia analítica de los RíAs de a) ‘[3 y b) ‘[4. Regresión lineal entre la
cantidad de hormona esperada en medio de cultivo de tiroides de adultos de R. perezi,
al que se había añadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de hormona
estimada mediante RiIA. Los datos se representan como la media de dos determinaciones
(e.e.m. < 5% de la ~).
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a) Limites de detección
.
Los límites de detección de los RíAs de H’[ fueron de 0,78 pg para ‘[3 y de 1,50 pg
para ‘[4. En cuanto a la unión específica máxima (Ro) de los RíAs de T3 y T4, se mantuvo
en un intervalo de 31,07-49,38 % y de 34,7-47,21 %, respectivamente. La unión inespecífica
(NSB) fue alrededor del 10-14 % (‘[3, 14,27 ±0,35; ‘[4, 10,21 + 039~ n=l0).
b) Variación intra- e interensavo
.
Para calcular la variación intraensayo se utilizaron los coeficientes de variación (CV)
de la unión específica (%) obtenidos para el Ro y para tres concentraciones distintas de ‘[3
y ‘[4 correspondientes a los tramos alto, medio y bajo de las curvas estándares (‘[3, 1,56,
6,25, 25 pg/tubo; T4, 5, 20, 80 pg/tubo; n=9-l0). En el caso de la variación interensayo se
utilizaron los CV (%) de los mismos puntos estándares de las curvas procedentes de 10
ensayos realizados en diferentes días.
Los CV calculados a partir de las curvas estándares se compararon con los valores
de los CV determinados a partir de muestras con un contenido medio de H’[ (¡Ix] pg) similar
al de los puntos estándares seleccionados. Los resultados se muestran en la ‘[abla 1.
Debido a la forma de las curvas estándares, el CV tiende a aumentar según
incrementa la concentración de H’[, ya que cuanto mayor es la concentración de hormona
menor es la unión específica. En las valoraciones de H’[ realizadas en esta Memoria todaas
las muestras entraban en la parte central de la curva.
Lógicamente, como consecuencia de la mayor variabilidad de las muestras biológicas
frente a la variación típica de los RíAs, los CV correspondientes a las muestras fueron
superiores a los obtenidos a partir de las curvas estándares.
En resumen, tras la realización de las diversas pruebas citadas previamente, podemos
concluir que los RíAs utilizados en los experimentos incluidos en esta Memoria son válidos
para la estimación de H’[ en muestras de R. perezi.
1.2. Validación de los RIAs de hormonas esteroides.
Como hemos citado en la sección de Materiales y Métodos (2.7.2.), la validación para
la estimación de W y testosterona en algunas muestras (plasma y medio de cultivo)
procedentes de R. perezí, ha sido realizada con anterioridad en este laboratorio. A
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en larvas de R. perezi, así como los de la validación del RíA de progesterona en medio de
cultivo de ovocitos de individuos adultos de esta especie.
1.2.1. VALORACIÓN DE ESTRADIOL Y TESTOSTERONA EN LARVAS
.
De forma similar a lo descrito para las H’[, se realizaron pruebas tanto del
paralelismo como de la recuperación analítica.
En la Figura lía, se muestra el paralelismo entre las diluciones de las muestras (b= -
1,168 ±0,058) y la curva estándar de E2 (b= -1,561 ±0,075), no existiendo diferencias
significativas entre las pendientes de las rectas obtenidas tras la transformación logit-log de
los datos (p >0,05). La recuperación analítica (Fig. 1 lb) nos indica la aparición de una
correlación significativa entre la cantidad de E2 esperada y Ja encontrada (r=0,992, p<0,0l)
siendo la relación aproximadamente del tipo 1 a 1 (b= 1 34 + 0,12).
Resultados análogos se obtuvieron en el caso de la valoración de testosterona (Fig.
12), de manera que, una vez transformados los datos, no aparecen diferencias significativas
(p>O,l) entre las pendientes (Fig. 12a) de las rectas (estándar, b=z -I 489 + 0,048;
diluciones, b= -1 414 + 0,064), siendo significativa (r=0,999,p<0,01) lacorrelación entre
la testosterona esperada y la estimada por RIA (Fig. 12b). En este caso la relación que viene
dada por la pendiente de la recta fue superior a 1 (b= 1,76 ±0,04), probablemente debido
a la reacción cruzada del anticuerpo con la 5-dihidrotestosterona (7,2%), ya que en muchos
anfibios este esteroide es muy abundante, incluso en hembras.
1.2.2. VALORACIÓN DE PROGESTERONA EN MEDIO DE CULTIVO
.
‘[ambién en el caso del RíA directo de progesterona (P) en medio de cultivo de
ovocitos se observó la existencia de paralelismo (Fig. 13a), al no encontrarse diferencias
significativas (p > 0,05) entre las pendientes de las rectas obtenidas tras la transformación de
los datos (estándar, b= -l 408 + 0,079; diluciones, b= -2,121 + 0,343). Existe una
correlación significativa (r=0,999, p <0,05) entre la cantidad de P esperada y la encontrada
(Fig. 13b) aunque la relación también resultó ser superior a 1 (b~ 1 64 + 0,05) lo que podría
deberse a una posible interferencia de otros esteroides presentes en el medio de cultivo.
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Figura 11. a) Paralelismo entre la curva estándar de E y diluciones sucesivas,
realizadas en tampón del RíA, de extractos de larvas de R. perezi. b) Eficacia analítica
del RíA de E» Regresión lineal entre la cantidad de hormona esperada en extractos de
larvas, a los que se había añadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de
hormona estimada mediante RíA. Los datos se representan como la media de dos
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Figura 12. a) Paralelismo entre la curva estándar de ‘[ y diluciones sucesivas,
realizadas en tampón del RíA, de extractos de larvas de R. peral. b) Eficacia analítica
del RíA de’[. Regresión lineal entre la cantidad de hormona esperada en extractos de
larvas, a los que se había añadido una cantidad de hormona conocida, y la cantidad de
hormona estimada mediante RIA. Los datos se representan como la medía de dos
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Figura 13. a) Paralelismo entre la curva estándar de P y diluciones sucesivas,
realizadas en tampón del RitA, de medio de cultivo de ovocitos de adultos de R. perezi.
b) Eficacia analítica del RíA de Po. Regresión lineal entre la cantidad de hormona
esperada en medio de cultivo, al que se había añadido una cantidad de hormona
conocida, y la cantidad de hormona estimada mediante RíA. Los datos se representan
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2. ONTOGENIA DE LOS CICLOS DIARIOS DE HORMONAS
TIROIDEAS EN R. perezi.
Los estados de desarrollo utilizados, así como el número de individuos (ind./tubo) que
constituían cada muestra (n) para los RíAs de 1-IT, se presentan en la Tabla II.
Tabla II. Estados de desarrollo de R. perezi utilizados para el estudio de la
evolución ontogénica de los cambios día/noche de la actividad tiroidea.
Fecundación Estado Peso md. Cma~ RIAs de HT
(x ±e.e.m.) (n> (ind.¡tubo>
(G> (TIC>
In vitro 21—22 —— 3,7 t 0,24 4 30
Espontánea 25 —— 12,2 ±0,35 4 20
Espontánea 26—27 1—II 70,6 ±1,4 10 4
Espontánea 40 XV—XVI 438,4 ±8,6 12 1
Espontánea 45—46 XXTV—XXV 327,0 ±19,0 8 1
Los estados de R. perezi están referidos a la tabla de Gosner, 1960 (0> y a
la tabla de Taylor y Kollros, 1946 (TIC).
En las Fig. 14 y 15 están representados los datos obtenidos en embriones de R. peral
en el momento de la eclosión (2 1-22 G) y del inicio de la alimentación (25 G). No aparecen
cambios diarios en la concentración y contenido total de ITT (Fig. 14a,b y 15a,b) aunque se
aprecia un descenso nocturno de la relación T3/’[4 (Fig. 14c y 15c).
Los primeros cambios diarios significativos, tanto de la concentración como del
contenido total de HT (Fig. 16), se observan en larvas premetamórficas (1-II ‘[K), mostrando
valores nocturnos más altos de ‘[3 (Fig. 16a) y T4 (Fig. 16b). Sin embargo, la relación ‘[3/’[4
disminuye durante la noche (Fig. 16c).
En prometamorfosis (XV-XVJ ‘[19 desaparecen los cambios en ‘[3 (Fig. 17a) y se
invierten los cambios en ‘[4 (Fig. 17b), de manera que, tanto la concentración como el
contenido total de ‘[4, es menor al principio y al final de la fase oscura (p<0,0 1). En cuanto
a la relación T3¡’[4 (Fig. 17c), se eleva en estos dos puntos con respecto al valor diurno.
La Fig. 18 muestra los resultados obtenidos al final del clímax metamórfico (XXIV-
XXV 1K), observándose una tendencia similar a la observada en la premetamorfosis, con
valores de ITT medios más elevados durante la noche, pero que no difieren significativamente
de los valores diurnos.
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Figura 14. Cambios dfa/noche de la concentración y el contenido total de a) ‘[3 y b) ‘[4
y e) de la relación ‘[3/’[4 en embriones de R. perezí en el momento de la eclosión (2 1-22
G). Los datos se representan como la i + e.e.m. (n=4). * p<O,05; ** p<O,Ol
respecto a los valores diurnos. La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo diario.
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Figura 15. Cambios día/noche de la concentración y el contenido total de a) ‘[3 y b) ‘[4
y c) de la relación T3/T4 en embriones de R. pereS al inicio de la alimentación (25 G).
Los datos se representan como la x + e.e.m. (n=4). * p’c 0,05 respecto a los valores
diurnos. La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo diario.
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figura 16. Cambios día/noche de la concentración y el contenido total de a) T3 y b) ‘[4
y e) de la relación ‘[3/’[4 en larvas premetamórficas de R. perezi (26-27 G). Los datos
se representan como la x + e.e.m. (n=lO). * p<O,O5; ** p<O,Ol respecto a los
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Figura 17. Cambios día/noche de la concentración y el contenido total de a) ‘[3 y b) ‘[4
y c) de la relación T3/’[4 en larvas prometamórficas de R. perezí (40 G). Los datos se
representan como la x ±e.e.m. (n=12). * p<O,O5; ** p<O,Ol respecto a los valores
diurnos. La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo diario.
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Figura 18. Cambios día/noche de la concentración y el contenido total de a) ‘[3 y h) ‘[4
y c) de la relación T3/T4 en larvas de R. perezí al final del clímax (45-46 G). Los datos
se representan como la x + e.e.m. (n=8). La barra sombreada indica la fase oscura del
ciclo diario.
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Con relación a la evolución de la concentración y el contenido total de HT a lo largo
del desarrollo de R. perezi, nuestros resultados indican la existencia de ‘[3 y T4 en los estados
embrionarios (21-22 6 y 25 6). En general, como era de esperar, se observa una tendencia
al incremento tanto del contenido total (Fig. 19a,b) como de la concentración de HT (Fig.
20a,b) a lo largo del desarrollo, observándose, debido a los cambios día/noche que acabamos
de describir, un perfil diferente en estos dos momentos del fotociclo diario, así como un
descenso aparente de la concentración de H’[ en prometamorfosis con relación al estado
anterior debido al marcado aumento de peso (Fig. 21). La relación T3/’[4 (Fig. 19c) alcanza
el valor más alto en el estado 25 6 y disminuye posteriormente, observándose al final del
clímax un cieno aumento durante el día.
3. CICLOS DIARIOS Y ESTACIONALES DE HORMONAS
TIROIDEAS EN INDIVIDUOS ADULTOS DE R. perezi.
3.1. Ciclos diarios.
La evolución estacional de los cambios diarios de la actividad tiroidea en individuos
adultos de R. perezi fue evaluada mediante el estudio de los niveles plasmáticos y del
contenido tiroideo (fracciones libre y unida a Tg) de ITT en las cuatro estaciones del alio.
La Fig. 22 muestra los valores plasmáticos de ‘[3 en las cuatro estaciones del año.
• Podemos observar que en primavera aparece un ciclo diario significativo (ANOVAl,
p<O,Ol) con valores altos durante la fase de luz y valores bajos hacia la mitad de la fase
oscura del fotociclo diario. La ciclicidad de los niveles circulantes de T3 sigue siendo
significativa (ANOVA 1, p <0,05) tanto en verano como en otoño mostrando una tendencia
similar a la observada en primavera, sin embargo no se detecta en invierno.
Los niveles plasmáticos de ‘[4 (Fig. 23) también presentaron cambios día/noche
significativos (ANOVAl, p’cO,01) en primavera con valores inferiores a los diurnos desde
la mitad hasta el final de la fase oscura. Por el contrario, no se observaron cambios diarios
significativos en otoño e invierno.
La proporción T3/’[4 plasmática (Fig. 24) no cambió significativamente a lo largo del
día en ninguna de las cuatro estaciones.
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R. perezi




lal + e.e.m. (n=4-36).
19. Evolución a lo largo de la ontogenia de R. peral del contenido total de a)
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‘[3 y b) 14 diurna y nocturna. Los datos se representan como la i + e.e.m. (n=4-36)



















Figura 21. Evolución del peso corporal a lo largo de la ontogenia de R. perezí. Los
datos se representan como la x + e.e.m. (n=16-48 muestras de 1-30 md., véase ‘[abla
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Figura 22. Cambios diarios de los niveles plasmáticos de T3 en R. perezi. Los datos se
representan como la x + e.e.m. (n=5-8). La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo
diario. Las temperaturas representan la temperatura del agua máxima (diurna) y mínima
(nocturna). Significación estadística: a) * p <0,05 respecto a las 8 y 12 h; # p <0,05 respecto
a las 8, 22, 2 y 4 h; ## p<O,Ol respecto a las 12 y 16 h; b) * p<0,OS respecto a las 12, 20
y 22 Ii; c) * p<O,05 respecto a las 16 h; ** p<0,Ol respecto a las 20 h; # p<O,OS respecto
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Figura 23. Cambios diarios de los niveles plasmáticos de 14 en R. peral. Los datos se
representan como la i + e.e.rn. (n=5-8). La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo
diario. Las temperaturas representan la temperatura del agua máxima (diurna) y mínima
(nocturna). Significación estadfstica: a) * p <0,05 respecto a las 12, 16 y 22 h. Los niveles de
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Figura 24. Cambios diarios de la proporción T311’4 plasmática en R. perezi. Los datos se
representan como la x + e.e.m. (n=5-8). La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo
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En primavera el contenido de F’[3 (Fig.25) fue más elevado (p <0,05) al principio de
la fase oscura que al final, tanto de la fase luminosa como de la fase oscura. Sin embargo,
no se detectaron diferencias estadísticamente significativas en ninguna otra estación.
En cuanto al contenido de Fi’4 en primavera (Fig. 26a) el perfil diario fue similar al
descrito para la FT3 en esta estación, aunque el incremento al inicio de la noche fue menos
pronunciado en este caso y se detectaron contenidos medios más elevados al principio de la
fase de luz. A pesar de todo, las diferencias fueron no significativas (ANOVAl, p>0,OS).
En otoño (Fig. 26c) se observó un máximo en el contenido de Fi’4 al principio de la fotofase
(ANOVAl, p <0,025), mientras que no aparecieron cambios significativos ni en verano ni
en invierno.
Con respecto al contenido tiroideo de H’[ unidas, los perfiles día/noche de B’[3 (Fig.
27) y de BT4 (Fig. 28) fueron muy similares en primavera siguiendo el mismo patrón que
los respectivos contenidos de hormonas libres (B’[3: ANOVAl, p<0,0025; BT4: ANOVAL,
p <0,005). De manera que el contenido de B’[3 en primavera (Fig. 27a) es basal durante la
fotofase, aumenta al principio de la fase oscura (p<0,01) y alcanza los valores más bajos
al final de la noche. En cuanto al contenido de B’[4 en esta estación (Fig. 28a), se observaron
valores elevados al principio de las fases luminosa y oscura y los contenidos mínimos
aparecen al final de la fase oscura del fotociclo diario. No se observaron cambios día/noche
significativos de los contenidos de H’[ unidas ni en verano (Fig. 27b, 28b) ni en invierno
(Fig. 27d, 28d). Por el contrario, también se encontraron cambios significativos en B’[3
(ANOVAl, p<O,O25) y B’[4 (ANOVAl, p<O,O25) en otoño (Fig. 27c, 28c), aunque en este
caso los contenidos más elevados, comparado con los valores diurnos, aparecieron durante
la última mitad del período oscuro.
La relación F’[3/F’[4 (Fig. 29) sólo presentó variaciones significativas en primavera
(ANOVAl, pc0,005), con valores mínimos tanto al principio de la fotofase como hacia la
última mitad de la fase oscura (2 h). Finalmente, la proporción B’[3/B’[4 (Fig. 29) no
presentó fluctuaciones día/noche significativas en ninguna de las estaciones.
3.2. Ciclos estacionales.
Los datos meteorológicos de la región de Pontevedra, de donde procedían los
animales utilizados para el estudio del ciclo estacional de HT, se recogen en la Fig. 30. Se
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Figura 25. Cambios diarios del contenido tiroideo de F’[:, en R. perezi. Los datos se representan
como la i + e.e.m. (n=6-8). La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo diario. Las
temperaturas representan la temperatura del agua máxima (diurna) y mínima (nocturna).
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Figura 26. Cambios diarios del contenido tiroideo de FT
4 en R. perezi. Los datos se representan
como la 1 + e.e.m. (n6-8). La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo diario. Las
temperaturas representan la temperatura del agua máxima (diurna) y mínima (nocturna).
Significación estadística: * p <0,05; ** p <0,01 respecto a las 8 h. En primavera sólo se
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Figura 27. Cambios diarios del contenido tiroideo de BT:, en R. perezl. Los datos se representan
como la i + e.e.m. (n=6-8). La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo diario. Las
temperaturas representan la temperatura del agua máxima (diurna) y mínima (nocturna).
Significación estadística: a) * p <0,05 respecto a las E y 24 h; ** p <0,01 respecto a Las 12, 16,
2 y 4 h; c) * p<O,05 respecto a las 16 y 22 1>; ** p<O,O1 respecto a las 20 h. En primavera
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Figura 28. Cambios diarios del contenido tiroideo de BT, en R. perezi. Los datos se
como la i + e.e.m. (n=6-8). La barra sombreada indica la fase oscura del ciclo
temperaturas representan la temperatura del agua máxima (diurna) y mínima
Significación estadística: a) * p<0,05 respecto a las 16 y 2 h; ** p<O,Ol respecto
y 24 Ii; c) # p<O,0S respecto a las 20 y 22 h; * p’C 0,05 respecto a las 24 h;
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Figura 29. Cambios diarios de las relaciones FT:,/FT4 (o—o) y BT3/BT4 (e--O) tiroideas en R.
peral. Los datos se representan como la x + e.e.m. (n=6-8). La barra sombreada indica la fase
oscura del ciclo diario. Las temperaturas representan la temperatura del agua máxima (diurna)
y mínima (nocturna). Significación estadística: * pca,05; ** p<O,Ol respecto a las 8 h. En
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ha representado el fotoperiodo (número de horas de luz diarias) medio y la temperatura
media mensual, así como la temperatura máxima y mínima.
En la Fig. 31 se han representado los resultados obtenidos en el estudio anual de los
valores plasmáticos de H’[ en hembras y machos de R. perezí. Las diferencias significativas
entre los valores medios mensuales se muestran en las ‘[ablas III-V. Los niveles de ‘[3
plasmáticos (Fig. 31a) presentan un ciclo estacional significativo (ANOVA2, p<0,000l)
tanto en machos como en hembras, no apreciándose diferencias entre sexos. Como podemos
observar, aparecen niveles crecientes de Enero a Julio, momento en el que se alcanzan los
valores máximos (9: 74,21±9,49pg/ml; 3: 71.31 + 12.13 pg/ml), con una pequeña inflexión
no significativa en Abril. En Agosto-Octubre se produce un pronunciado descenso (‘[abla III,
p <0,01) de la ‘[3 plasmática en los dos sexos, seguido de una cierta recuperación en
Noviembre con valores similares a los observados en Enero.
En cuanto a los niveles plasmáticos de ‘[4 (Fig. 31b, ‘[abla IV), también muestran
variaciones estacionales significativas (ANOVA2, p <0,0001) y además se producen
diferencias sexuales debidas a la interacción de los dos factores principales, mes y sexo
(ANOVA2, p <0,001). Así, los machos presentan valores superiores a los encontrados en
hembras en Marzo (p <0,01) y Agosto (p <0,05). Los niveles de ‘[4 en machos son mínimos
en Octubre (59 78+13 92 pg/ml) y se mantienen más elevados el resto del año, con la
excepción de Abril, momento en el que se observa un descenso significativo (p <0,01). En
hembras se observan niveles basales desde el final del verano hasta el final del invierno con
valores mínimos en Marzo y Octubre, mientras que los niveles más elevados (p <0,01)
aparecen durante la primavera y el inicio del verano.
La relación ‘[3/14 (Fig. 3 lc, ‘[abla V) sólo presenta variaciones anuales en hembras
(ANOVA2, p <0,0001). Aparece un máximo (p <0,01) en Marzo, se mantiene baja de Abril
a Julio y muestra valores crecientes de Agosto a Noviembre sobrepasando los observados al
inicio del invierno. Se aprecian diferencias sexuales en Marzo-Abril y Octubre.
Los datos relacionados con el contenido tiroideo de Fi’3 y Fi’4, así como su relación,
se presentan en la Fig. 32 y las Tablas VI-VIII. El perfil de los cambios anuales (ANOVA2,
p < 0,0001) en F’[3 (Fig. 32a) en hembras presenta dos picos, uno principal en Agosto (‘[abla
Vía, p<O,Ol) y otro más pequeño en Abril (p<O,O5). En machos sólo aparece un pico en
Julio (labIa VIb, p <0,01). El contenido de Fi’3 en Julio es mayor en machos que en

























flgura 30. Datos anuales del fotoperiodo medio, temperatura media (@—@) y
oscilación de la temperatura (área sombreada) máxima-mínima de la zona de Porrillo,
Pontevedra (420 09’N, O8~ 37’W) durante los años 1991-1992.
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Figura 31. Fluctuaciones estacionales de los niveles plasmáticos de a) ‘[3 y b) ‘[4 y e)
de la proporción ‘[3/14 plasmática en machos y hembras de R. perezi. Los datos
representan la x + e.e.m. (n=7-1O/sexo/mes). * p<O,OS; ** pc 0,01 entre machos y
hembras en el mismo mes.
100
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Tabla 111. Resultados del test de Duncan de comparaciones múltiples aplicado a los niveles
plasmáticos anuales de ‘[3 en a) hembras y b) machos de R. perezz.
a)




My * ns ns
J~ ** * * ns
Ag ** ** ** ** **
Oc ** ** ** ** ** ns
Ni’ ns * ns ** ** ns ns
b)




My ns ns ns
Jí ns ns *
Ag ns ** ns ** **
Oc ** ** ** ** ** **
Ni’ ns * ns ** ** ns **
Significación estadística: ‘~‘, p<O,OS; ~‘, p<O,Ol; ns, no significativo.
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‘[abla IV. Resultados del test de Duncan de comparaciones múltiples aplicado a los niveles
plasmáticos anuales de ‘[4 en a) hembras y b) machos de R. perezí.
a)




My * ** ns
J~ * ** ns ns
Ag ns ns ** ** **
Oc ** ns ** ** ** ns
Ni’ ns ns * ** ** ns ns
b)




My ns ns **
JI ns ns ** ns
Ag ns ns * ns ns
Oc ** * ns ** ** **
Ni’ ns ns ns ns ns ns *
Significación estadística: ¶ p<O,O5; ~‘, p<O,Ol; ns, no significativo.
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Tabla V. Resultados del test de Duncan de comparaciones múltiples aplicado a la relación
T3/T4 plasmática anual en hembras de R. perezi.




My ns ** ns
JI ns ** ns ns
Ag ns ** ns ns ns
Oc * ** ** ** * ns
Ni’ * ** ** ** * ns ns
Significación estadística: ‘~‘, p<O,OS; ~‘, p<O,OI; ns, no significativo.
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hembras (p <0,01), mientras que en Agosto se produce la situación contraria.
El contenido de F’[4 (Fig. 32b, Tabla VII) presenta un patrón estacional similar al de
Fi’3, y se producen cambios anuales significativos tanto en machos como en hembras
(ANOVA2. p <0,0001). Se aprecian interacciones mes-sexo (ANOVA2, p <0,001).
En la Fig. 32c podemos observar las variaciones estacionales de la relación F’[3/FT4
que son significativas (ANOVA2, p <0,0001) en los dos sexos. En hembras aparece un
máximo (20,56 %) en Marzo (Tabla Villa, p <0,01), mientras que en machos (‘[abla VIIIb)
también se alcanzan valores elevados, aunque inferiores a los de hembras, en Octubre (9,13
Al igual que ocurre con el resto de los parámetros de actividad tiroidea, el contenido
de BT3, B’[4 y su correspondiente relación BT3/B’[4 (Fig. 33, Tablas IX-XI) presentan un
ciclo estacional significativo (ANOVA2, p<O,OOO1) en los dos sexos. En machos el
contenido de ‘[3 unida (Fig. 33a) se mantiene bajo desde el final del verano hasta Enero,
presentando valores más elevados durante el resto del año (Marzo-Julio). En cuanto a las
hembras, también se encuentran contenidos basales en Noviembre-Enero, y se observan dos
picos, uno en Abril (Tabla IXa, p <0,05) y otro de mayor magnitud en Julio (p <0,01). Los
valores de hembras son en general más elevados que en machos, con diferencias
estadísticamente significativas a lo largo de todo el ciclo anual exceptuando Enero, Marzo
y Mayo.
El contenido de B’[4 (Fig. 33b ‘[abla X) presenta cambios anuales muy similares en
los dos sexos, con un mínimo en Marzo (p <0,01) y un máximo en el verano (p <0,01). En
Abril podemos observar también un mayor contenido de B’[4, sobre todo en hembras. De
nuevo se pueden apreciar diferencias entre sexos (ANOVA2, p<O,001), si bien en este caso
no hay interacciones entre los dos factores principales.
Por último, en la Fig. 33c se ha representado el patrón estacional de la relación
B’[3/BT4, que es parecido en machos y hembras observándose un máximo (Tabla XI) en
Marzo (p <0,01) y valores mínimos en Agosto y Noviembre. En este caso el pico es mayor
en machos que en hembras (p’C 0,01>.
El análisis de correlación de los distintos parámetros de actividad tiroidea (Tabla XII)
indican la existencia de una correlación negativa entre los niveles plasmáticos de ‘[3 y el
contenido de F’[3 que fue significativa (p <0,005) sólo en hembras (r= -0,326). Por el
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Figura 32. Fluctuaciones estacionales del contenido tiroideo de a) Fi’3 y b) Fi’4 y e) de
la relación F’[3/FT4 en machos y hembras de R. perezí. Los datos representan la x +
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Tabla VI. Resultados del test de Duncan de comparaciones múltiples aplicado al contenido
tiroideo anual de Fi’3 en a) hembras y b) machos de R. perezí.
a)




My ns ns *
JI ns ns ns ns
Ag ** ** ** ** **
Oc ns * ns ns ns **
Ni’ ns ns * ns ns ** ns
b)




My ns ns ns
J¡ ** ** ** **
Ag ** ns ns ** ns
Oc ns ns ns ns ** ns
Ni’ ns ns ns ns ** ** ns
Significación estadística: ~, p <0,05; ““‘a, p <0,01; ns, no significativo.
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Tabla VII. Resultados del test de Duncan de comparaciones múltiples aplicado al contenido
tiroideo anual de Fi’4 en a) hembras y b) machos de R. peral.
a)




My ns ** ns
Jí * ** ns ns
Ag ** ** ns ** ns
Oc ns ** ** ns * **
Ni’ ** ** ns ns ns ns **
b)




NI>’ ns ns ns
JJ ** ** * **
Ag ** ~‘ ns ** ns
Oc ns ns ** * ** **
Ni’ ns ns ns ns * ns **
Significación estadística: “‘, p<O,05; ‘~‘m’, p<O,Ol; ns, no significativo.
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Tabla VIII. Resultados del test de Duncan decomparaciones múltiples aplicado a la relación
F’[3/F’[4 tiroidea anual en a) hembras y b) machos de R. perezí.
a)




My * ** *
JI * ** * ns
Ag * ** * ns ns
Oc ns ** ** * * *
Ni’ ** ** ns ** * * **
b)




My * ** ns
Jí * ** ns ns
Ag ** ** ns ns ns
Oc * ns ** ** ** **
Ni’ ** ** ns ns ns ns **
Significación estadística: * p<O,O
5; ‘~‘~‘, p<O,Ol; ns, no significativo.








































E FMAMJ U ASONO
Mes
Figura 33. Fluctuaciones estacionales del contenido tiroideo de a) B’[3 y b) B’[4 y e) de
la relación B’[31B’[4 en machos y hembras de R. perezí. Los datos representan la x +
e.e. m. (si =7-10/sexo/mes). * p <0,05; ** p <0,01 entre machos y hembras en el mismo
mes.
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Tabla IIX. Resultados del test de Duncan de comparaciones múltiples aplicado al contenido
tiroideo anual de Bi’3 en a) hembras y b) machos de R. perezí.
a)





JI ** ** * **
Ag ** ns ns ns *
Oc ** ns ns ns * ns
Ni’ ns * ** ns ** ** **
b)




NI>’ * ns ns
J~ ** ns ns ns
Ag ns * ns ns *
Oc ns * ns ns * ns
Ni’ ns ** ** ** ** * *
Significación estadística: “‘, pc0,05; ~, p<O,Ol; ns, no significativo.
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Tabla X. Resultados del test de Duncan de comparaciones múltiples aplicado al contenido
tiroideo anual de Rl’4 en a) hembras y b) machos de R. perezí.
a)





J~ ** ** ns **
Ag ** ** ns ** ns
Oc ns ** ns * ns **
Ni’ ns ** ns ** ns * ns
b)





JI ns ** ns *
Ag ** ** ** ** **
Oc ns ** ns ns ns **
Ni’ ns ** ns * ns ** ns
Significación estadística: *, p<O,OS; ~‘, p<O,Ol; ns, no significativo.
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Tabla XI. Resultados del test de Duncan de comparaciones múltiples aplicado a la relación
BT3/B’[4 tiroidea anual en a) hembras y b) machos de R. perezi.
a)




My * ** ns
Jí ns ** ns ns
Ag * ** ** ** **
Oc ns ** ns ns ns **
Ni’ * ** ** ** ** ns **
b)





JI ns ** ns **
Ag ** ** ** ** **
Oc ns ** ns * ns **
Ni’ ** ** ** ** ** ns **
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contrario, se observa una correlación positiva (p <0,05) entre los niveles plasmáticos de ‘[4
y el contenido de F’[4 en machos (r= 0,220). También se detecta una correlación positiva
significativa entre F’[3-B’[3 y F’[4-B’[4, así como entre la ‘[3 y ‘[4 plasmática y tiroidea (F y
B) en ambos sexos, con la excepción del par Bi’3-B’[4 en machos.
A lo largo del estudio anual también se recogieron los datos referentes al peso de
vahos órganos (gónadas e hígado), expresándose su evolución en forma de índice
organosomático en la Fig. 34. El IGS (Fig. 34a) en hembras presenta un máximo en
primavera (Tabla XIIIa), seguido de un abrupto descenso en verano. En otoño se observa una
recuperación del peso ovárico. En machos se aprecia un MS mínimo en Enero y valores
máximos en otoño (Fig. 34a, Tabla XIIIb). En relación al índice hepatosomático (Fig. 34b)
aparecen cambios estacionales significativos (ANOVA2, p <0,001) en los dos sexos. El IHS
muestra un descenso significativo en Abril (Tabla XIV).
4. REGULACIÓN ENDÓGENA DE LA ACTIVIDAD TIROIDEA EN R.
perezi. INTERACCIONES CON OTROS FJES NEUROENDOCRINOS.
Debido al distinto diseño experimental utilizado para larvas y adultos (véase
Materiales y Métodos) expondremos los resultados obtenidos por separado.
4.1. Larvas.
4.1.1. CONTROL IfIPOTALAMICO DE LA ACTIVIDAD TIROIDEA. PAPEL DEL CRF
.
a) Efecto del tratamiento crónico con hCRF
Las Figs. 35 y 36 muestran los efectos de la administración crónica de hCRF sobre
el crecimiento (longitud total y peso corporal húmedo) y la metamorfosis (longitud de las
extremidades posteriores y anchura caudal) de larvas prometamórficas de R. perezí. Podemos
observar que las dos dosis de hCRF utilizadas (0,5 y 1 Mg) reducen considerablemente
(p <0,01) la longitud total (Fig. 35a) al final del tratamiento. También se observa una
disminución significativa del peso corporal a lo largo del periodo experimental (Fig. 35b).
Con respecto al desarrollo metamórfico, las larvas tratadas con hCRF muestran una mayor

























Figura 34. Variaciones anuales de los índices a) gonadosomático (IGS) y_ b)
hepatosomático (JHS) en machos y hembras de R. perezi. Los datos representan la x +
e.e.m. (n=7-lO/sexo/mes). * p’CO,OS entre machos y hembras en el mismo mes.
«~ hembras
“ machos
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Tabla XIII. Resultados del test de Duncan de comparaciones múltiples aplicado al índice
gonadosomático anual en a) hembras y b) machos de R. perezi.
a)





Jí * ** ** **
Ag * ** ** **
Oc ns ns ns ns ** **
Ni’ -- -- -- -- ------
b)





J~ ** ns ns ns
Ag ** ns ns ns ns
Oc ** ** * * ns *
Ni’ ** ** ** ** ** ** ns
Significación estadística: t p<O,O5; ‘<“‘<, p<O,Ol; ns, no significativo; --, no medido.
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Tabla XIV. Resultados del test de Duncan de comparaciones múltiples aplicado al índice
hepatosomático anual en a) hembras y b) machos de R. peraL
a)





JI ** * ns ns
Ag ** ns ns ns ns
Oc ** ns ns ns ns ns
Ni’ ** ns ns ns ns ns ns
b)




NI>’ ** ** ns
JI ** ** ns ns
Ag ** ** ns * ns
Oc ** ** ns ns ns ns
Ni’ ** ** ns ns ns * ns
Significación estadística: ~‘, p<O,OS; ~, p<O,OI; ns, no significativo.
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Figura 35. Efecto del tratamiento crónico con CRF humano (hCRF) sobre: a) la
longitud total y b) el peso corporal de larvas prometamórficas de R. perezí. Las larvas
se inyectaron en días alternos durante un mes con hCRF (0,5 y 1 hg). Los datos
representan la x + e.e.m. (n=8). Significación estadística respecto al grupo control: a,
p<O,OS; c, p<O,Ol.
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Figura 36. Efecto del tratamiento crónico con CRE humano (hCRF) sobre: a) la
longitud de la extremidad posterior y b) la anchura caudal de larvas prometamórficas
de R. perezi. Las larvas se inyectaron en días alternos durante un mes con hCRF (0,5
y 1 hg). Los datos representan la x + e.e.m. (n=8). Significación estadística respecto
al grupo control: a, p<O,O5; c, p<O,Ol.
0 32
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longitud media de las extremidades posteriores que el control (Fig. 36a), aunque no es
estadísticamente significativo. Sin embargo, se produce una reducción de la anchura caudal
(Fig. 36b) sugiriendo una aceleración de la metamorfosis.
Los efectos del tratamiento crónico con hCRF sobre la concentración total de ‘[3 y ‘[4
(ng/g tejido) se presentan en la Fig. 37a. Las dos dosis de hCRF incrementan la
concentración de T4 unas tres veces por encima de los controles. La dosis mayor (1 Mg)
también induce un aumento significativo (p<0,025) de la concentración de ‘[3, mientras que
con la dosis de 0,5 Mg se observa un valor medio superior, pero no significativo, con
respecto a los controles. Para asegurarnos de que el incremento de las concentraciones de HT
no es un artefacto debido al descenso de peso corporal, aplicamos el análisis estadístico al
contenido total de Hi’ (ng/larva). Los resultados (Fig. 3%) confirman los cambios
observados para las concentraciones de HT.
b> Efecto del tratamiento crónico i’ anudo con oCRF
.
La administración crónica de oCRF (1 Mg) produce efectos sobre el crecimiento y
la metamorfosis de R. perezi similares a los observados con hCRF. Como se observa en la
Fig. 38, tras el tratamiento con oCRF se produce un descenso significativo (p <0,01) tanto
de la longitud total como del peso corporal. En cuanto a los parámetros indicadores del
desarrollo metamórfico, el oCRF induce un incremento de la longitud de las extremidades
posteriores (Fig. 39a) y una reducción de la anchura caudal (Fig. 39b).
En la Tabla XV se expresan los resultados obtenidos en el estudio histológico de la
glándula tiroidea de larvas de R. perezi tras el tratamiento crónico con oCRF. Como
podemos observar, el oCRF induce un aumento significativo (p <0,05) del número de
folículos por sección. La altura del epitelio folicular no cambia y, aunque el diámetro
folicular medio es inferior al control, no es estadísticamente significativo.
El tratamiento agudo con oCRF (2 ~g) induce un aumento significativo de la
concentración total de ‘[4 a las 4 (p<0,05) y a las 8 horas (p <0,025), mientras que no se
observaron cambios significativos en la concentración de ‘[3 (Fig. 40).



















Figura 37. Efecto del tratamiento crónico con CRF humano (hCRF) sobre: a) las
concentraciones y b) el contenido total de i’3 y T4 en larvas prometamórficas de R.
peral Las larvas se inyectaron en días alternos durante un mes con hCRF (0,5 y 1 Mg).
Los datos representan la x + e.e.m. (n=8). Significación estadística respecto al grupo
control: c, p<O,Ol.
T4 T3
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Figura 38. Efecto del tratamiento crónico con CRE ovino (oCRF) sobre: a) la longitud
total y b) el peso corporal de larvas prometamórficas de R. perezí. Las larvas se
inyectaron diariamente durante dos semanas con oCRF (1 M~t Los datos representan






















































Figura 39. Efecto del tratamiento crónico con CRF ovino (oCRF) sobre: a) la longitud
de la extremidad posterior y b) el la anchura caudal de larvas prometamórficas de R.
perezi. Las larvas se inyectaron diariamente durante dos semanas con oCRF (1 hg). Los
datos representan la 1 + e.e.m. (n=S). Significación estadística respecto al grupo
control: a, p’CO,O5; c, p<0,01.
0 3 6 12
0 3 6 12
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Tabla XV. Efecto del tratamiento crónico con oCRF sobre el status tiroideo de lanas







13 63 +0,72 *
6 12 +0,06
Diámetro folicular 111 35+46,78 68 48+ 13,31
(Mm)
Las larvas fueron inyectadas diariamente durante dos semanas con oCRF (1 ~g)disuelto en
una solución de Holtfreter al 10%. Los datos se expresan como la media + e.e.m.
(n=30/larva). Significación estadística: ‘~, p<zO,05.
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Figura 40. Efecto del tratamiento agudo con CRF ovino (oCRF) sobre la concentración
de ‘[3 y ‘[4 en larvas prometamórficas (XI-XVII TIC) de R. perezí. Las larvas recibieron
una única inyección con oCRF (2 Mg) y fueron sacrificadas a las 2, 4 y 8 h de la
inyección. Los datos representan la i + e.e.m. (n= 10). Significación estadística
respecto al grupo control: a, p<O,O5; b, p<O,025.
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4.1.2. RELACIÓN PINEAL-TIROIDES-GONADAS
.
a) Efecto de la melatonina sobre la actividad tiroidea
El tratamiento agudo de lanas prometamórficas de R. perezi con MEL (0,5 mM)
durante la fase oscura del fotociclo diario (12L: 12D) no afecta a la concentración de ‘[3 (Fig.
41a), pero induce un aumento (p<O,OS) de la concentración de ‘[4 (Fig. 41b) acompañado
de un descenso significativo (p<0,01) de la relación T3/i’4 (Fig. 41c). El tratamiento con ‘[4
(0,1 MM) durante la fase oscura del fotociclo induce un aumento significativo (p <0,01) de
la concentración de ‘[3 que no se ve afectado por el tratamiento conjunto con MEL (Fig.
41a).
La eliminación de una noche, es decir la aplicación de 24L de forma aguda durante
un día (24 horas) induce un descenso de ‘[3 (Fig. 41a) y 14 (Ng. 41b), sin alterar su relación
(Fig. 41c), con respecto a los controles. El tratamiento con MEL revierte el efecto de 24L
sobre la concentración de 13 e incluso incrementa la concentración de 14 en relación a todos
los demás grupos (Fig. 41b). La concentración de 13 en el grupo T4+24L es
significativamente (p<O,O5) menor que en el tratado con ‘[4 (Fig. 4 la). Sin embargo, el
tratamiento con MEL revierte este efecto. El tratamiento con MEL+ 24L produce una
reducción de la proporción T3/T4 comparado con el resto de los grupos (Fig. 41c).
b) Efecto de los esteroides 2onadales sobre la act¡i’idad tiroidea
.
En la Fig. 42 se puede observar el efecto del tratamiento agudo con esteroides
gonadales (E-2 y T, 5gM) sobre el contenido de HT de larvas prometamórficas de R. perezí.
La concentración de ‘[3 (Fig. 42a) no es modificada por ninguno de los dos tratamientos,
mientras que tanto el E como la testosterona inducen un descenso significativo (p <0,01) de
la concentración de ‘[4 (Fig. 42b). Además, se produce un incremento (p <0,01) paralelo de
la relación T3/T4 (Fig. 42c).
c) Efecto de las hormonas tiroideas y la melatonina sobre los esteroides sonadales
El tratamiento agudo con 13 (1 nM) induce un incremento (p <0,01) de la
concentración de £2 en larvas prometamórficas (Fig. 43a), aunque no modifica
significativamente la concentración de testosterona (Fig. 43b). El mismo tipo de resultados
se observa como consecuencia del tratamiento agudo con MEL (0,5 mM). Por otra parte, el
tratamiento con ‘[4 (1 nM) no produce cambios significativos de las concentraciones de










































Figura 41. Efecto del tratamiento agudo con 14 y/o melatonina (MEL) yio luz continua (24L)
sobre la concentración de a) T3 y b) T4 y e) la relación T3/T4 en larvas prometamórficas (XV
TIC) de R. perezí. Las larvas fueron tratadas con T4 (0,1 MM) y/o MEL (0,5 mM) por inmersión
durante 12 h, correspondientes a la fase oscura del ciclo diario, y/o fueron privadas de una
noche (24L), siendo sacrificadas al término de la misma. Los datos representan la x + e.e.m.
(nt 10). * p<O,05 respecto al control 24L; #p<O,OS; ##p<0,0l.

























Llicontrol ZMeI •T4 DT4+MeI
12L:12D 24L
Figura 42. Efecto del tratamiento agudo con estradiol (Ej y testosterona (‘[) sobre la
concentración de a) ‘[3 y b) ‘[4 y c) la relación ‘[3/T4 en larvas prometamórficas (XV
TIC) de R. perezí. Las larvas fueron tratadas con E y’[ (5 ~M) por inmersión durante
12 h, correspondientes a la fase oscura del ciclo diario, siendo sacrificadas al término
de la misma. Los datos representan la 1 + e.e.m. (n=lO). ** p<O,Ol.
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Figura 43. Efecto del tratamiento agudo con T3, 14 y melatonina (MEL) sobre la
concentración de a) estradio] y b) testosterona en larvas prometamórficas (XV TIC) de
R. perezí. Las larvas fueron tratadas con ‘[3 y ‘[4 (1 nM) y con MEL (0,5 mM) por
inmersión durante 12 h, correspondientes a la fase oscura del ciclo diario, siendo
sacrificadas al término de la misma. Los datos representan la x + e.e.m. (n= 10). **
p<o,ol.
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esteroides gonadales (Fig. 43a,b). Existe una correlación positiva (r= 0,4171, p<0,025)




La pinealectomía y ceguera (Px+Cx) no provoca ninguna alteración de los
parámetros plasmáticos (Fig. 44), ni durante el día ni durante la noche. En cuanto al
contenido tiroideo de Fi’3 (Fig. 45a) y BT3 (Fig. 46a) tampoco se ve alterado por el
tratamiento quirúrgico en ninguno de los dos momentos del fotociclo diario. Sin embargo,
se observa un mayor contenido medio de Fi’4 (Fig. 45b) durante el día, aunque el ANOVA2
es no significativo (p>O,O5), y un descenso (p<O,Ol) de B’[4 (Fig. 46b) durante la noche
comparado con los controles. Además, aparecen cambios día/noche de B’[4 en el grupo
Px+Cx. La relación F’[3/F’[4es menor (p<0,01) durante el día en el grupo de Px+Cx (Fig.
45c), mientras que la relación 8T3/B’[4 no presenta cambios significativos (Fig. 46c).
Se observa una interacción significativa del tratamiento experimental y del momento
del fotociclo diario en los casos del contenido tiroideo de B’[4 y de la relación FT3/F’[4.
En cuanto a los índices organosomáticos (‘[abla XVI), se observa un aumento
(p < 0,0005) del IHS como consecuencia del tratamiento quirúrgico. El IGS y el ICO también
aumentan significativamente (p <0,005 y p <0,01, respectivamente) en el grupo de Px+Cx.
4.2.2. RELACIÓN TIROIDES-GÓNADAS
a) Efecto de la ovariectomía sobre la actii’¡dad tiroidea
.
‘[anto a los 7 como a los 30 días de la ovariectomía (Ovx) se observa un descenso
significativo (p< 0,01 y p<0,OOl, respectivamente) de los niveles de £2 en plasma (Fig.
47a). Sin embargo, los niveles de progesterona no se modifican (Fig. 47b).
En la Fig. 48 se han representado los resultados obtenidos en relación a los niveles
de H’[ circulantes. Podemos observar cómo a los 7 días se produce un descenso (p <0,05)
en los niveles plasmáticos de ‘[3. A los 30 días los niveles medios son menores en el grupo
Ovx, pero la diferencia no es estadísticamente significativa (Fig. 48a). Los niveles de ‘[4 en
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Figura 44. Efecto de la pinealectomía y la ceguera (Px+Cx) sobre los niveles
plasmáticos de a) T3 y b) ‘[4 y c) la relación ‘[3/T4 plasmática en hembras de R. perezí
en verano. Los animales se sacrificaron a los 50 días de la Px+Cx en dos momentos
del fotociclo diario. La barra sombreada representa la fase oscura del ciclo diario. Los
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Figura 45. Efecto de la pinealectomía y ceguera (Px+Cx) sobre los contenidos tiroideos
de a) F’[3 y b) Fi’4 y e) la relación FT3/FT4 tiroidea en hembras de R. perezí en verano.
Los animales se sacrificaron a los 50 días de la Px+Cx en dos momentos del fotociclo
diario. La barra sombreada representa la fase oscura del ciclo diario. Los datos
representan la x + e.e.m. (n=8). * p<0,05; ** p<O,Ol.
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Figura 46. Efecto de la pinealectomía y ceguera (Px+Cx) sobre los contenidos tiroideos
de a) BT3 y b) B’[4 y e) la relación B’[3/B’[4 tiroidea en hembras de R. perezi en verano.
Los animales se sacrificaron a los 50 días de la Px+Cx en dos momentos del fotociclo
diario. La barra sombreada representa la fase oscura del ciclo diario. Los datos
representan la x + e.e.m. (n=8). * p<O,05; ** p<O,Ol.
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Tabla XVI. Indices organosomáticos (%) de hembras de Rana perezi a los 50 días de la
pinealectomia y ceguera (Px+Cx).
IHS IGS ICO
Control 3,66 ±0,17 1 31 + 0,08 0,14 ±0,06
** *
Px+Cx 5,06 ±0,23 2 10 + 0,20 049 + 0,09
BiS: índice hepatosomático, 165: índice gonadosomático, ICG: índice de cuernos grasos. Los
datos representan la x + e.e.m. (n=10-18). Significación estadística: * p<0jfl, **
p<0,0O5, p<0,0005.
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Figura 47. Efecto de la ovariectomía (Ovx) sobre los niveles plasmáticos de a) estradiol
y b) progesterona en hembras de R. perezí en verano. Los animales se sacrificaron a los





























Figura 48. Efecto de la ovariectomía (Ovx) sobre los niveles plasmáticos de a) ‘[3 y b)
‘[4 y e) de la proporción ‘[3/i’4 plasmática en hembras de R. perezí en verano. Los
animales se sacrificaron a los 7 y 30 días de la Ovx. Los datos representan la 1 +
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plasma también se ven reducidos (p <0,05) tras la Ovx a los 7 y 30 días (Fig. 48b). Por
último, la relación ‘[3¡’[4 plasmática no es afectada por el tratamiento quirúrgico (Fig. 48c).
En lo que se refiere al contenido tiroideo de Fi’3 y Fi’4, a los 7 días se observa un
valor medio superior de ambos parámetros en el grupo Ovx con respecto a los controles,
aunque estadísticamente no son diferentes. A los 30 días no aparecen diferencias entre los
dos grupos experimentales (Fig. 49a,b). La relación F’[3/F’[4 no presenta diferencias en
ningún caso (Fig. 49c).
La Fig. 50 muestra los datos referentes al contenido de H’[ unidas a ‘[g. Podemos
observar que a los 7 días se produce un incremento (p<0,05), tanto de Hl3 (Fig. SOa) como
de B’[4 (Fig. 50b), en el grupo Ovx comparado con los controles. La relación B’[31B’[4
tampoco se modifica en este caso (Fig. 50c). A los 30 días no se observan diferencias
significativas en ninguno de estos parámetros tiroideos (Fig. 50).
La ovariectomía produce un aumento (p <0,05) del IHS (‘[abla XVII) a los 7 días,
mientras que el ICG es menor que en los controles pero no de forma significativa. Por el
contrario, a los 30 días la Ovx induce un descenso del IHS (p <0,01) y no se modifican el
resto de los índices organosomáticos (ICG e lOS) aunque también se observa una tendencia
a valores medios inferiores a los de los animales control.
b) Efecto del estradiol sobre la actii’idad tiroidea iii vitro
.
El E2 (1 gM) no modifica significativamente la producción de ‘[3 y 14 tiroidea con
respecto a los controles (Fig. 51) a ninguno de los tiempos de cultivo (3, 6, 9 y 12 horas).
Se observa una evolución temporal en la producción de Hl a lo largo del cultivo, de manera
que la cantidad de T3 (Fig. 5 la) en el medio disminuye con respecto a la preincubación y se
mantiene posteriormente, mientras que la 14 (Fig. 5 lb) aumenta progresivamente hasta las
9 horas, sobre todo en los controles, y a las 12 horas disminuye hasta alcanzar valores
similares a los observados en el primer intervalo de cultivo (3 horas). La proporción ‘[]i’4
evoluciona de forma similar a la ‘[3 (Fig. Sic).
c) Efecto de inhibidores tiroideos y de T, sobre los esteroides 2OfladalCS iii vivo
La administración de ácido iopanoico (IOP, 0,5 mg/lO g peso corporal) y
propiltiouracilo (P’[U, 1 mg/lO g peso corporal) durante 15 días no fue efectiva para la
consecución de un descenso en los niveles plasmáticos de 13 (Fig. 52a). Sin embargo, se





Figura 49. Efecto de la ovariectomia (Ovx) sobre los contenidos tiroideos de a) Fi’3 y
b) Fi’4 y e) de la proporción Fi’3!Fi’4 tiroidea en hembras de R. perezí en verano. Los

















































































Figura 50. Efecto de la ovariectomía (Ovx) sobre los contenidos tiroideos de a) B’[3 y
b) B’[4 y c) de la proporción B’[3/BT4 tiroidea en hembras de R. perezi en verano. Los
animales se sacrificaron a los 7 y 30 días de la Ovx. Los datos representan la i +
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Control 277+0,15 052+0,18 —-
*
Ovx 3,45 ±0,20 0,21 ±0,06
30 días
Control 321 + 0,14 041 + 0,10 502 + 0,46
**
Ovx 214 + 0,24 027 + 0,18 416 + 0,68
IHS: índice hepatosomático, ICO: índice de cuerpos grasos, lOS: índice oviductosomático,
no determinado. Los datos representan la x + e.e.m. (n= 10). Significación estadística:
* p<O,05, ** p<O,Ol.
Función tiroidea en anfibios anuros Iv. RESULTADOS 196
0 1234567 8 9101112
0 123456789101112
,-- II
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9101112
Cultivo (h)
Figura 51. Efecto del estradiol (EO sobre la producción tiroidea de a) ‘[3 y b) ‘[4 y e)
la proporción ‘[3/’[4 de R. perezi. Los tiroides procedentes de hembras de R. peral se
cultivaron durante 12 h con o sin E2 (1 ~M) renovándose el medio de cultivo cada 3
horas. Los datos representan la x + e.e.m. (n=7). * p<0,O5; “‘~ p~cZO,OO5 respecto
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produce un descenso significativo (p <0,01) de la relación ‘[3/T4 (Fig. 52c), que parece
indicar una inhibición de la desyodación periférica, que viene confirmado por el aumento
(p <0,01> observado en los niveles circulantes de ‘[4 (Fig. 52b). En el grupo tratado con
IOP+P’[U y T3, lógicamente, se observa un incremento significativo (p <0,005) de ‘[3 en
plasma (Hg. 52a). También aumenta (p <0,01) el contenido tiroideo de ‘[3 (fracción libre,
Fig. 53a, y fracción unida, Fig. 54a) y el contenido de B’[4 (Fig. 54b). La relación F’[3/F’[4
se incrementa como resultado del tratamiento con ‘[3 (Fig. 53c), pero no la BT3/B’[4 (Fig.
54c). El tratamiento con IOP+PTU no altera ningún otro parámetro tiroideo (Hg. 53 y 54),
salvo el ya citado. Existe una correlación positiva entre los niveles de ‘[3 plasmáticos y el
contenido tiroideo de Fi’3 y BT3 (r= 0,753, p<O,OOOl y r= 0,568, p<O,Ol,
respectivamente), así como entre el contenido tiroideo libre y unido de ‘[3 (r=z 0,462,
p<O,OS).
En la Hg. 55 podemos observar que los niveles circulantes de E2 no se ven afectados
significativamente por ninguno de los tratamientos experimentales.
Los índices organosomáticos se recogen en la Tabla XVIII, donde podemos apreciar
que los índices hepatosomático y gonadosomático (IHS e IGS) no se modifican, mientras que
el índice de cuerpos grasos (fC(S) aumenta (p<O,OS) en el grupo tratado con IOP+PTU+T3
con respecto al tratado sólo con IOP+PTU. El índice oviductosomático (LOS) también
aumenta (p <0,05) en el grupo IOP+PTU comparado con el control y el tratamiento
conjunto con ‘[3 revierte los efectos de los inhibidores tiroideos.
d) Efecto de T~ sobre la producción de esteroides ováricos itt vito
.
La adición de homogeneizado de hipófisis (0,5 eq de hipófisis/mi) al medio de cultivo
induce un incremento (p < 0,05) de la concentración de £2 en el medio a las 9 y las 12 horas
de cultivo (Fig. 56a), mientras que la GCH (50 UJ/mí) disminuye significativamente
(p <0,05) la producción de E2 a las 6 horas. El tratamiento con 13 (10 pM) induce un
descenso de la concentración de E2 a las 6 (p<O,Ol), 9 (p<O,O5) y 12 horas (p<O,Ol).
La concentración de testosterona en el medio, sólo se evaluó a las 3 y las 9 horas de
cultivo (Hg. 56b). Se observa una fuerte estimulación de la liberación de testosterona al
medio inducida por el extracto de hipófisis durante el primer período de cultivo (3 horas),
efecto que desaparece a las 9 horas. Los ovocitos tratados con ‘[3 presentan niveles de
testosterona en el medio inferiores (p <0,05) a los observados en los controles a las 9 horas
















Figura 52. Efecto del tratamiento con ácido iopanoico y propiltiouracilo (IOP+ ¡‘TU) y/o ‘[3
sobre los niveles plasmáticos de a) T> y b) ‘[4 y e) la proporción ‘[3/1, plasmática en hembras
de R. perezi en verano. Los animales fueron inyectados diariamente con IOP (0,5 mg/lO g peso)
y PTU (1 mg/lO g peso) y/o T, (2 pg/lO g peso) durante 15 días. Los datos representan la i
+ e.e.m. (n=8). ** p <0,01; “‘~ p <0,005 respecto a los controles; ### p <0,005 respecto a]





































Figura 53. Efecto del tratamiento con ácido ¡opanoico y propiltiouracilo (IOP+PTU) y/o T,
sobre los contenidos tiroideos de a) Fi’> y b) FT4 y c) la proporción FT>/FT4 tiroidea en
hembras de R. perezi en verano. Los animales fueron inyectados diariamente con IOP (0,5
mg/lO g peso) y Pi’!.) (1 mg/lO g peso) y/o T, (2 gg/lO g peso) durante 15 días. Los datos
representan la x + e.e.m. (n=8). ** p<0,O1; ~ pcZO,005 respecto a los controles; #
































Figura 54. Efecto del tratamiento con ácido iopanoico y propiltiouracilo (IOP+ ¡‘TU) y/o l’3
sobre los contenidos tiroideos de a) Rl’3 y b) Rl’, y e) la proporción BT3/BT4 tiroidea en
hembras de R. perezi en verano. Los animales fueron inyectados diariamente con TOP (0,5
mg/lO g peso)_y ¡‘TU (1 mg/lO g peso) y/o 1’, (2 gg/lO g peso) durante 15 días. Los datos
representan la x + e.e.m. (n=8). ** p<O,Ol; respecto a los controles; ## p<O,Ol respecto al










Figura 55. Efecto del tratamiento con ácido iopanoico y propiltiouracilo (IOP +P’[U)
y/o ‘[3 sobre los niveles plasmáticos de £2 en hembras de R. perezí en verano. Los
animales fueron inyectados diariamente con IOP (0,5 mg/lO g peso) y P’[U (1 mg/lO
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‘[abla XVIII. Indices organosomáticos (%) de hembras de Rana perezí a los 15 días del
tratamiento con inhibidores de desyodasas y ‘[3.
IHS IGS ICG 105
Control 2 73 +0,25 1,43 ±0,20 0 26+0,08 0,75+0 14
*
IOP+P’[U 274+0,13 1,41 +0 12 006+0,03
*
2,33±0,58
IOP+P’[U+’[3 2 74+0,20 1,47±0,32 0 51+0,17 1,56+0 60
IHS: índice hepatosomático, IGS: índice gonadosomático, ICG: índice de cuerpos grasos,
105: indice oviductosomático. Los datos representan la x + e.e.m. (n=8). Significación
estadística: * p<0,05.
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Figura 56. Efecto del tratamiento con 13 (10 pM), homogeneizado de hipófisis (0,5
equ/mI) o gonadotropina coriónica humana (GCH, 50 UI/mí) sobre la producción de a)
estradiol, b) testosterona y e) progesterona por ovocitos de R. perezi. Los ovocitos se
cultivaron durante 12 h y se tomaron muestras del medio a intervalos de 3 h. Los datos
representan la x + e.e.m. (n=5). * pcO,05; ** p<O,Ol respecto de los controles en
el mismo intervalo de cultivo.
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de cultivo. La GCH no afecta a la liberación de testosterona al medio.
La cantidad de progesterona en el medio de cultivo (Hg. 56c) también está
significativamente elevada (p <0,01) en el grupo tratado con hipófisis a ]o largo de todo el
cultivo, mientras que el grupo tratado con GCH no difiere del control. Sin embargo, la ‘[3
produce un aumento (p <0,05) de la concentración de progesterona en el medio a las 3 horas
con respecto al control.





En la Fig. 57 podemos observar que las condiciones extremas de iluminación, 24L
y 24D, no alteran las concentraciones de ‘[3 (Fig. 57a) y T4 (Fig. 57b) en ninguno de los dos
momentos del fotociclo diario evaluados. Sin embargo, se aprecia un incremento (p <0,05)
de la relación 13/’4 (Hg. 57c) en los dos grupos experimentales, en relación a los controles,
durante el día; mientras que sólo 24L induce un aumento significativo (p < 0,05) de esta




En un experimento preliminar, realizado únicamente en la mitad de la fase luminosa
del fotociclo diario, se observa que el tratamiento térmico agudo (250C y 50C) no produce
diferencias en la concentración de ‘[3 (Fig. 58a) con respecto al control (170C). Sin embargo,
en la Fig. 58b se puede apreciar que la temperatura alta induce un aumento significativo
(p<O,OI) de la concentración de T
4, mientras que la temperatura baja reduce (p <0,05) la
concentración de esta hormona. La relación ‘[3/’[4 es menor (p <0,01) en el grupo de
temperatura alta comparado con los controles (Fig. 58c).
Posteriormente se llevó a cabo un segundo experimento en dos momentosdel fotociclo
diario, mediodía y medianoche (véase Materiales y Métodos, 2.8.5.1 .b). En este caso
observamos el mismo efecto agudo de la temperatura durante el día, es decir, no hay
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Figura 57. Efecto de la oscuridad (24D) y luz (24L) constantes sobre la concentración
de a) T3 y b) ‘[4 y e) la relación T3/T4 en larvas prometamórficas (XVI-XVII ‘[K) de R.
perezi. Las larvas se mantuvieron bajo las condiciones experimentales durante una
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e.e.m. (n==1O). * p<O,OS respecto de los controles (12L:12D).
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Figura 58. Efecto agudo de la temperatura sobre la concentración de a) ‘[3 y b) ‘[4 y
c) la relación ‘[3/’[4 en larvas prometamórficas (XV ‘[K) de R. perezi. Las larvas se
mantuvieron bajo las condiciones experimentales durante 24 h y se sacrificaron al
mediodía. Los datos representan la 1 + e.e.m. (n=l0). # p<O,OS; ## p<O,OI.
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diferencias entre los distintos grupos en cuanto a la concentración de ‘[3 (Fig. 59a) y se
produce un incremento (p <0,01) de la concetración de ‘[4 en el grupo de temperatura alta
(300C), mientras que la temperatura baja (100C) disminuye (p<O,Ol) dicho parámetro (Fig.
59b) comparado con el control (200C). ‘[ambién aparece una reducción de la relación ‘[3/’[4
en el grupo de temperatura alta respecto al control (Fig. 59c). Por la noche tampoco se
producen cambios en la concentración de ‘[3 como resultado del tratamiento experimental
(Fig. 59a) y se sigue observando la elevación (p <0,01) de la concentración de ‘[4 (Fig. 59b)
y el descenso (p <0,01) de ‘[3/’[4 (Fig. 59c) producidos por la temperatura alta. Sin embargo,
no se observan cambios significativos en la concentración de ‘[4 en el grupo de temperatura
baja, mientras que se produce una elevación de la proporción ‘[3/’[4 (p <0,01) con respecto
al control (Fig. 59b,c). Por último, se aprecia la existencia de cambios díainoche de la
concentración de ‘[3 (Fig. 59a) con valores nocturnos inferiores (control, p< 0,01;
temperatura alta, p <0,05). El grupo control también muestra una concentración de ‘[4
nocturna inferior (p <0,01) a la diurna (Fig. 59b).
5.1.3. ALIMEN’[ACION
.
Los resultados obtenidos en el estudio del efecto de la alimentación sobre la función
tiroidea en larvas de R. perezí se recogen en la Fig. 60. Podemos observar que el ayuno (una
semana) disminuye (p<0,01) la concentración de ‘[3 (Fig. 60a) tanto al mediodía como a la
medianoche. La realimentación no altera esta situación ni a las 2 ni a las 14 horas. En cuanto
a la concentración de ‘[4 (Fig. 60b), los cambios se mantienen en el mismo sentido durante
la noche, pero no hay diferencias entre los grupos durante el día. Durante la noche se
observa un incremento (p <0,01) de la concentración de ‘[4 y un descenso (p <0,01) de la
relación ‘[3/’[4 (Fig. 60c) con respecto a los valores diurnos.
5.2. Adultos.
5.2.1. FOTOPERIODO
La ausencia de fotoperiodo, es decir, tanto 24L como 24D, no altera
significativamente ninguno de los parámetros plasmáticos (Fig. 61) ni durante el día ni
durante la noche. En lo que se refiere al contenido tiroideo de FT
3 (Fig. 62a), se observan
valores superiores (p < 0,05) a los del control en el grupo de 24D durante el día. Además,
este grupo presenta un contenido de Fi’3 durante la noche inferior al diurno (p <0,05). El
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Figura 59. Efecto agudo de la temperatura sobre la concentración de a) ‘[3 y b) ‘[4 y
e) la relación T
3/T4 en larvas prometamórficas (XV TIC) de R. perezi. Las larvas se
mantuvieron bajo las condiciones experimentales durante 24 h y se sacrificaron al
mediodía y a la medianoche. Los datos representan la ~c+ e.e.m. (n=z9). ** p<O,Ol
respecto al control; # p<0,05; ## p <0,01. La barra negra representa la fase oscura del
ciclo diario.
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Mediodía Medianoche
Figura 60. Efecto agudo del ayuno (A) y la realimentación (R) sobre la concentración
de a) ‘[3 y b) ‘[4 y c) la relación ‘[3/T4 en larvas prometamórficas (XIII ‘[K) de R.
perezí. Las lanas se mantuvieron en ayuno durante una semana al cabo de la cual se
le proporcionó alimento (R) y se sacrificaron al mediodía (2 h después) y a la
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Figura 61. Efecto de la luz y oscuridad constantes (24L y 24D, respectivamente) sobre
los niveles plasmáticos de a) T3 y b) T4 y e) la relación T3/T4 plasmática en adultos de
R. perezi. Los animales se aclimataron a las condiciones experimentales durante tres
semanas y se sacrificaron en dos momentos del fotociclo diario. Los datos representan
la x + e.e.m. (n=7-9). La barra negra representa la fase oscura del ciclo diario.
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contenido de FT4 (Fig. 62b) no presenta variaciones significativas, aunque los cambios son
en el mismo sentido que los observados en FT3. La relación FT3/FT4 en el grupo de 24L es
superior (p <0,05) a la del grupo control durante el día (Fig. 62c), y presenta valores
nocturnos menores (p <0,05). Por último, el contenido de BT3 y BT4, así como su relación,
no presentan variaciones como consecuencia de los tratamientos experimentales (Fig. 63).
5.2.2. TEMPERATURA
.
El estudio del efecto crónico de la temperatura sobre la función tiroidea de individuos
adultos de R. peral, se llevó a cabo en dos épocas del año, verano e invierno. En la Fig.
64 se resumen los datos referentes a los niveles plasmáticos de T3 en las dos estaciones y se
observa que en verano (Fig. 64a) no existen diferencias entre las dos temperaturas analizadas
en ninguno de los dos momentos del fotociclo diario estudiados. Por el contrario, en invierno
(Fig. 64b) el grupo aclimatado a 250C presenta a media noche niveles de T3 superiores
(p<O,O5) a los observados en el grupo aclimatado a baja temperatura (ST). Por otra parte,
se aprecia una elevación (p <0,05) de los niveles nocturnos en el grupo de temperatura alta
con respecto a los valores diurnos. Si comparamos los niveles circulantes de T3 en las dos
épocas del año, se observa que en verano son mayores (p.t 0,01) que en invierno para las
dos temperaturas, tanto de día como de noche.
En cuanto a la contribución relativa de cada uno de los efectos principales que
influyen sobre los niveles plasmáticos de T3, se calculó a partir de los valores hormonales
transformados logarítmicamente y se tomó como grupo de referencia (xft) el que presentó los
niveles menores de T3 (invierno, 250C, mediodía). El modelo matemático obtenido en este
caso, debido a que sólo influyen significativamente la estación y el momento del fotociclo
diario, viene expresado por la siguiente ecuación:
ln(T
3) = ln(iR) + Estación + Fotociclo
ln(T3) = 3,451 + 1,062 + 0,395
(verano) (medianoche)
De esta forma, la media esperada de cada grupo experimental se obtuvo mediante la
suma del efecto de los factores que definen cada grupo (entre paréntesis) a la media del
grupo de referencia.
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Figura 62. Efecto de la luz y oscuridad constantes (24L y 24D, respectivamente) sobre
los contenidos tiroideos de a) FT3 y b) FT4 y e) la relación fl3/FT4 tiroidea en adultos
de R. perezi. Los animales se aclimataron a las condiciones experimentales durante tres
semanas y se sacrificaron en dos momentos del fotociclo diario. Los datos representan
la x + e.e.m. (n=7-9). * p<O,OS respecto al control; # p<O,O5 respecto al
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Figura 63. Efecto de la luz y oscuridad constantes (24L y 24D, respectivamente) sobre
los contenidos tiroideos de a) BT3 y b) BT4 y c) la relación BT3/BT4 tiroidea en adultos
de 1?. perezí. Los animales se aclimataron a las condiciones experimentales durante tres
semanas y se sacrificaron en dos momentos del fotociclo diario. Los datos representan
la x + e.e.m. (n=7-9). La barra negra representa la fase oscura del ciclo diario.
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Figura 64. Efecto crónico de la temperatura sobre los niveles plasmáticos de T3 en
adultos de R. perezi en a) verano e b) invierno. Los animales se aclimataron a las
condiciones experimentales durante 40 días en cada estación y se sacrificaron al
mediodfa y a la medianoche. La barra negra representa la fase oscura del fotociclo
diario (12L:12D). Los datos representan Ial + e.e.m. (n=7-l0). ** p<0,0í respectoal correspondiente grupo de invierno; # p<0,05.
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Como puede observarse en la Tabla XIX, el residuo estándar, es decir la diferencia
normalizada entre los valores observados y los esperados, es inferior a la unidad en todos los
casos, indicando la validez del ajuste. Por otra parte, como ya señalamos en el apartado de
Materiales y Métodos (2.8.5.2.b), esta ecuación nos permite calcular el incremento de los
niveles de T3 atribuible a cada uno de los factores por separado, y expresarlo a continuación
como el coeficiente a aplicar al grupo de referencia, de manera que, una vez transformados
a la escala lineal, los sumandos de la anterior ecuación indicarían incrementos (X)
multiplicativos sobre el grupo de referencia (x~J. En los casos en los que algún componente
de la ecuación fuera negativo estaría indicando descensos (±)con respecto al grupo basal.
El efecto más potente lo ejerce la estación del año (Tabla XX), de manen que se
observa un incremento de 2,89 veces en los niveles plasmáticos de T3 cuando el experimento
se realiza en verano, independientemente de la temperatura de aclimatación que no influye
significativamente, si bien, como hemos visto anteriormente, el grupo de 25”C de invierno
presenta valores superiores a los del grupo de 5”C a la medianoche debido al efecto del
fotociclo que influye de manera más modesta sobre los niveles de 13 (xl,48).
La Fig. 65 muestra los valores de T4 plasmáticos y podemos ver que, tanto en verano
como en invierno, el grupo aclimatado a 25<’C presenta valores superiores (verano: p <0,05;
invierno: p <0,01) durante la noche en relación al grupo de temperatura baja, mientras que
durante el día las diferencias van en el mismo sentido pero sólo son estadísticamente
significativas en invierno (p <0,01). Por otra parte, los valores diurnas de T4 en plasma del
grupo aclimatado a 5
0C en verano son superiores (p<O,O5) a los de invierno.
Para calcular la potencia de los efectos principales que influyen sobre los niveles de
T
4 plasmática (Tabla XXI) seguimos el procedimiento explicado en el caso de la 13. En esta
ocasión el grupo de referencia, es decir el de menor media, fue el de los animales
aclimatados a 5
0C durante el invierno y sacrificados a la medianoche. Se incluye el intervalo
de los residuos estándares (mínimo, máximo) como indicador de la validez del ajuste del
modelo.
En este caso la estación del año en que se realizó la aclimatación no influye de
manera significativa (p= 0,071) aunque como hemos visto el grupo de ST de verano al
mediodía presenta valores superiores a los de su homónimo de invierno. La temperatura de
aclimatación (25 0C), sin embargo, induce un aumento importante (x3,43) en los niveles de
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Tabla XIX. Diferencias entre los valores observados y esperados (residuos) tras la aplicación
del modelo obtenido del MANOVA de los valores de T3 plasmática (transformados
logarítmicamente) de indiviuos adultos de R. perezí, aclimatados a50 y 250C en dos épocasdel año.
Estación Fotociclo T~ aclim. Medi% MediaE Residuo Residuo estándar
(0C)
Verano
L 25 4,431 4,513 -0,082 -0,165
L 5 4,899 4,908 -0,009 -0,018
D 25 4,590 4,513 0,077 0,154
D 5 4,957 4,908 0,049 0,098
Invierno
L 25 3,402 3,451 -0,049 -0,099
L 5 4,088 3,846 0,242 0,488
D 25 3,523 3,451 0,072 0,145
D 5 3,600 3,846 -0,246 -0,495
Medi%: media
a la medianoche.
observada, Medias: media esperada, L: sacrificio al mediodía, D: sacrificio
-~ Tabla XX. Potencia de
T
3 de R. perezi. Grupo
los efectos principales que influyen sobre los niveles










Sr3 indica las veces que cada factor está incrementando los niveles hormonales con respecto
a los del grupo de referencia. N.S.: no significativo estadísticamente.
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Figura 65. Efecto crónico de la temperatura sobre los niveles plasmáticos de T
4 en
adultos de R. peral en a) verano e b) invierno. Los animales se aclimataron a las
condiciones experimentales durante 40 días en cada estación y se sacrificaron al
mediodía y a la medianoche. La barra negra representa la fase oscura del fotociclo
diario (12L:12D). Los datos representan la x + e.e.m. (n=7-10). * p<O,OS respecto
al correspondiente grupo de invierno; # p<O,O5; ## p<O,0l.
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T4, mientras que el fotociclo no influye significativamente.
Tabla XXI. Potencia de los efectos principales que influyen sobre los niveles plasmáticos












Intervalo de los residuos [-0,274 +0,810]
Sr
4 indica las veces que cada factor está incrementando los niveles hormonales con respecto
a los del grupo de referencia. N.S.: no significativo.
En cuanto a la relación T31T4 plasmática (Fig. 66), se produce un incremento nocturno
en el grupo de 5
0C de verano siendo significativamente diferente (p<O,O5) de los valores
diurnos en el mismo grupo y de los valores nocturnos del grupo de 250C de la misma
estación (p<O,Ol), así como de los valores de su grupo equivalente de invierno (p<O,OI).
En invierno (Fig. 66b) el grupo de 250C presenta una relación inferior (p< 0,01) a la del
grupo de baja temperatura durante el día.
La aclimatación a 50C induce un incremento importante (x 3,22) de la relación T
3/T4
plasmática (Tabla XXII), mientras que el momento del fotociclo diario en el que los animales
fueron sacrificados no influye de manera significativa (p= 0,07), aunque se observa un
incremento nocturno significativo en el grupo de 5
0C de verano como hemos podido apreciar
(Fig. 66a). La estación del año (verano) también provoca un aumento de esta proporción (X
2,54) cuando se compara con el grupo basal (invierno, 250C, mediodía).
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Figura 66. Efecto crónico de la temperatura sobre la relación T3/T4 plasmática en
adultos de R. peral en a) verano e b) invierno. Los animales se aclimataron a las
condiciones experimentales durante 40 días en cada estación y se sacrificaron al
mediodía y a la medianoche. La barra negra representa la fase oscura del fotociclo
diario (12L:12D). Los datos representan la x + e.e.m. (n=7-l0). ** p<Z0,0l respecto
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Tabla XXII. Potencia de los efectos principales que influyen sobre la relación T3/T4












Intervalo de los residuos (-0,365 +0,368]
AT
3/T4 indica las veces que cada factor está incrementando la proporción con respecto al
grupo de referencia.
El contenido de FT3 es similar en todos los grupos experimentales durante el invierno
(Fig. 67b), mientras que en verano (Fig. 67a) el grupo aclimatado a 50C y sacrificado
durante la noche muestra los valores más altos, apareciendo diferencias significativas
(p<O,O5) respecto al correspondiente grupo diurno y respecto al grupo de 25’C nocturno
(p<O,Ol), así como comparado con su homónimo de invierno (p<O,Ol).
En la Tabla XXIII podemos observar
temperatura de aclimatación (50C) provocan
T
3 tiroidea. Sin embargo, no se observa una
que tanto la estación del año (verano) como la
un modesto incremento del contenido libre de
influencia significativa del fotociclo.
Los cambios en el contenido de Fi?4 (Fig. 68) en verano son paralelos a los de FT3,
sin embargo no hay diferencias significativas entre los grupos, mientras que en invierno se
observan valores inferiores (p <0,05) en el grupo de 250C, tanto al mediodía como a la
medianoche (Fig. 68b), acompañados de un incremento de la relación FT
3/FT4 (Fig. 69b).
Se detectan valores superiores de FT4, durante el día (p<0,05) y durante la noche (p <0,01),
en el grupo de temperatura alta de verano en comparación a los correspondientes de invierno,
mientras que la proporción FT3/FT4 muestra una relación inversa.
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Figura 67. Efecto crónico de la temperatura sobre el contenido tiroideo de FI3 en
adultos de R. perezí en a) verano e b) invierno. Los animales se aclimataron a las
condiciones experimentales durante 40 días en cada estación y se sacrificaron al
mediodía y a la medianoche. La barra negra representa la fase oscura del fotociclo
diario (12L:12D). Los datos representan la x + e.e.m. (n=7-l0). ** pc0,01 respecto
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Tabla XXIII. Potencia de los efectos principales que influyen sobre
Fi?3 en R. perezi. Grupo de referencia: Invierno, 25
0C, mediodía.















las veces que cada factor está incrementando el contenido
al grupo de referencia o basal.
tiroideo de T3 libre
En cuanto a la potencia relativa de cada uno de los factores sobre el contenido tiroideo
de Fi?4 (Tabla XXIV) y de la relación FT3/FT4 (Tabla XXV), encontramos que cuando el
expenmento se realiza en verano se produce el incremento del contenido tiroideo de FT4 más
importante (x 3,17), observándose también un efecto significativo (x 2,46) de la
temperatura de aclimatación (50C). En el caso de la relación FT3/FT4 es el invierno la
estación del año que induce un aumento (X 2,03) de esta relación, mientras que la
aclimatación a 5 oc provoca un descenso de la misma (e 1,59), que además se potencia por
la aparición de interacciones significativas, de manera que cuando la aclimatación a 5
0C se
realiza en invierno se produce un descenso más acusado de la proporción FT
3/FT4 (e 3,51).
Una vez más el fotociclo no influye de manera significativa sobre ninguno de los dos
parámetros.
Con respecto al contenido de BT3 (Fig. 70), no se observan diferencias significativas
ni en verano ni en invierno. Tampoco se observan diferencias entre las dos estaciones. El
contenido de BT4, sin embargo, sí presenta variaciones (Fig. 71). Así, en verano el grupo
aclimatado a baja temperatura exhibe un menor contenido de BT4 cuando se compara con el
grupo de 25
0C diurno (p<O,O5) y con el de 50C nocturno (p<O,0l). En invierno (Fig. 71b)
sólo hay diferencias significativas entre las dos temperaturas de aclimatación a la
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Figura 68. Efecto crónico de la temperatura sobre el contenido tiroideo de Fi?
4 en
adultos de R. peral en a) verano e b) invierno. Los animales se aclimataron a las
condiciones experimentales durante 40 días en cada estación y se sacrificaron al
mediodía y a la medianoche. La barra negra representa la fase oscura del fotociclo
diario (12L:12D). Los datos representan la ,c + e.e.m. (n=7-l0). * p<O,OS; **
p<O,Ol respecto al correspondiente grupo de invierno; # pc 0,05.
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Figura 69. Efecto crónico de la temperatura sobre el la proporción FT
3/FT4 tiroidea en
adultos de R. perezí en a) verano e b) invierno. Los animales se aclimataron a las
condiciones experimentales durante 40 días en cada estación y se sacrificaron al
mediodía y a la medianoche. La barra negra representa la fase oscura del fotociclo
diario (12L:12D). Los datos representan la x + e.e.m. (n=7-1O). * p<0,05; **
pczO,Ol respecto al correspondiente grupo de invierno; # p<O,OS.
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Tabla XXIV. Potencia de los efectos principales que influyen sobre el













Intervalo de los residuos [-0,512 +0,343]
APi?
4 indica las veces que cada factor está incrementando el contenido tiroideo de ‘I’4 libre
con respecto al grupo de referencia o basal.
Tabla XXV. Potencia de los efectos principales que influyen sobre la relación FT3/FT4










Invierno y 50C + 3,51
Intervalo de los residuos [-0,226 +0,201]
AFT
3/FT4 indica las veces que cada factor está
con respecto al grupo de referencia.
incrementando o disminuyendo la proporción
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Figura 70. Efecto crónico de la temperatura sobre el contenido tiroideo de BT
3 en
adultos de R. perezi en a) verano e b) invierno. Los animales se aclimataron a las
condiciones experimentales durante 40 días en cada estación y se sacrificaron al
mediodía y a la medianoche. La barra negra representa la fase oscura del fotociclo
diario (12L:12D). Los datos representan la i + e.e.m. (n=7-l0).
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Figura 71. Efecto crónico de la temperatura sobre el contenido tiroideo de BT
4 en
adultos de R. perezi en a) verano e b) invierno. Los animales se aclimataron a las
condiciones experimentales durante 40 días en cada estación y se sacrificaron al
mediodía y a la medianoche. La barra negra representa la fase oscura del fotociclo
diario (12L:12D). Los datos representan la x + e.e.m. (n=7-1O). ** pcO,Ol respecto
al correspondiente grupo de invierno; # p<O,O5; 4W p<O,Ol.
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medianoche, siendo superior (p<O,OS) el contenido de BT4 en el grupo de 50C. Los valores
de verano, con excepción del grupo de baja temperatura diurno, son superiores (p <0,01) a
los correspondientes de invierno.
En la Tabla XXVI podemos apreciar que cuando el experimento se realiza en verano
se produce un aumento del contenido tiroideo de BT
4 de 1,6 veces, lo que concuerda con lo
que acabamos de describir, y mientras que la temperatura de aclimatación y el fotociclo no
tienen un efecto significativo per se, se observa un descenso de 1,5 veces debido a la
interacción existente cuando se realiza la aclimatación a 5
0C durante el verano y un descenso
adicional (-? 1,42) cuando los animales aclimatados a ST se sacrifican al mediodía, razones
por las que observábamos diferencias entre las dos temperaturas de aclimatación y diferencias
día/noche en el contenido tiroideo de BT
4 (Fig. 71).
Tabla XXVI. Potencia de los efectos principales que influyen sobre el contenido tiroideo de















Intervalo de los residuos [-0,448 +0,581]
ABT4 indica las veces que cada factor está incrementando o disminuyendo el contenido
tiroideo de T4 unida con respecto al grupo de referencia o basa].
Por último, la proporción BT3/BT4 no presenta cambios en ninguna de las dos
estaciones anuales (Fig. 72) y sólo se aprecia que el grupo nocturno de 250C de verano



















Figura 72. Efecto crónico de la temperatura sobre la proporción BT
3/BT4 tiroidea en
adultos de R. perezí en a) verano e b) invierno. Los animales se aclimataron a las
condiciones experimentales durante 40 días en cada estación y se sacrificaron al
mediodía y a la medianoche. La barra negra representa la fase oscura del fotociclo
diario (12L:12D). Los datos representan la x + e.e.m. (n=7-10). * p’CO,OS respecto
al correspondiente grupo de invierno.
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presenta valores inferiores (p <0,05) a los del mismo grupo en invierno. En este sentido, el
análisis de la potencia relativa de los distintos efectos principales que afectan a la relación
BT3/BT4 (Tabla XXVII) indica que efectivamente cuando el experimento se realiza en
invierno se produce un pequeño incremento (x 1,51) de la citada proporcion.
Tabla XXVII. Potencia de los
tiroidea en R. perezi. Grupo de












Intervalo de los residuos [-0,502 +0,484]
ABT3/BT4 indica las veces que cada factor está
con respecto al grupo de referencia.
incrementando o disminuyendo la proporción
5.2.3. ALIMENTACIÓN
.
En la Fig. 73 se han representado los valores de glucosa en plasma y el hematocrito
a las distintas horas en las que se efectuó la extracción de sangre (véase Materiales y
Métodos, 2.8.5.2.c). El hematocrito disminuye a las 24 horas (1V’ extracción) en el grupo
control que no había recibido comida tras el período de ayuno (Fig. 73a), por lo que los
valores de los distintos parámetros plasmáticos fueron corregidos teniendo en cuenta el
correspondiente hematocrito. En la Fig. 73b se puede apreciar la falta de alteraciones en los
niveles de glucosa plasmática.
El efecto de una única comida tras una semana de ayuno sobre los valores plasmáticos
de HT se presenta en la Fig. 74, donde podemos observar que no existen diferencias
significativas entre los niveles de T3 de los dos grupos experimentales a ninguno de los
tiempos estudiados a partir de la alimentación (Fig. 74a). Sin embargo, sí se aprecia un
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Figura 73. a) Hematocrito y b) niveles plasmáticos de glucosa en hembras de R. perezi
a las 4, 8 y 24 h de la realimentación (R) tras una semana de ayuno (A). Los datos
representan la x + e.e.m. (n=12). * p<0,05; ** p<O,Ol.
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Figura 74. Niveles plasmáticos de a) T3 y b) T4 y e) relación T31T4 plasmática en
hembras de R. perezi a las 4, 8 y 24 h de la realimentación tras una semana de ayuno.
Los datos representan la x + e.e.m. (n= 12). Significación estadística: a) ** p<O,Ol
respecto a los correspondientes grupos a las 4 y 8 h; e) * pC0,05; ** p<O,Ol.
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Contenidos tiroideos de a) FI’3 y BT3, b) Fi?4 y BT4 y e) relaciones FT3/FT4


























semana de ayuno. Los datos representan la x + e.e.m. (n= 12).
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descenso (p <0,01) de los niveles a las 24 horas en cada uno de los grupos con respecto a
los niveles del mismo grupo a las 4 y 8 horas. Los niveles plasmáticos de T4 no presentan
diferencias significativas en ningún caso (Fig. 74b). Por otra parte, se observa que la
administración de una única comida tiende a incrementar la relación T3/T4 (Fig. 74c) a las
4 y 8 horas, aunque no llega a ser estadísticamente significativo, y desciende a las 24 horas
(p<O,Ol), mientras que en el grupo control el descenso se produce ya a las 8 horas
(p <0,05).
En cuanto al contenido de HT, fracciones libre y unida, a las 24 horas de la
alimentación, así como sus respectivas relaciones, no presentan cambios significativos entre
los dos grupos (Fig. 75).
V. DISCUSIÓN
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1. HORMONAS TIROIDEAS EN LA ONTOGENIA DE R. perezi:
CICLOS DIARIOS.
Nuestros resultados indican que existen HT en embriones de R. perezí desde el
momento de la eclosión (21-22 G). A pesar de que son bastantes los trabajos que se han
realizado previamente analizando los cambios de HT, sobre todo plasmáticas, a lo largo del
desarrollo de anfibios anuros, son muy pocas las especies que se han estudiado hasta el
momento (X. laevis: Leloup y Buscaglia, 1977; R. catesbelana: Regard eí al.,1978; Mondou
y Kaltenbach, 1979; Suzuki y Suzuki, 1981; R. esculenta: Schultheiss, 1980; R. clamitans:
Weil, 1986), y sólo recientemente se han evaluado los cambios en la concentración total de
HT (ng/g tejido) a lo largo del desarrollo en B. japonicus (Niinuma er al., 1991) y E.
marinus (Weber eí al., 1994). Este último estudio, además, es el único que ha analizado
también los cambios en el contenido total (ng/individuo) y el primero en determinar la
presencia de HT en estados embrionarios (Weber eí al., 1994), es decir, antes de que el
tejido tiroideo de las larvas se diferencie, aunque este hecho ya había sido sugerido
previamente a partir de estudios morfológicos llevados a cabo en E. japonicus (Hanaoka et
al., 1973). La presencia de HT durante la embriogénesis se había constatado con anterioridad
en mamíferos (Obregón er al., 1984), aves (Prati eí al., 1992) y peces teleósteos (De Jesús
y Himno, 1992), sugiriéndose que estas HT son de origen materno, ya que además se ha
observado su presencia en huevos de aves y peces (Prati et al., 1992; Tagawa y Hirano,
1987¾así como su acumulación durante la ovogénesis (Sechman y Bobek, 1988; Weber el
al., 1992). Una situación similar podría darse en anfibios, ya que en nuestro laboratorio se
ha determinado una cantidad considerable de HT en gónadas de R. perezí (= 52 pg de T3/g
de ovario; Domínguez et al., datos sin publicar). Sin embargo, también ha sido sugerido que
el tejido tiroideo de anuros puede ser capaz de producir cantidades limitadas de HT hacia la
mitad de la embriogénesis (Hanaoka eí al., 1973), antes de que las reservas de HT presentes
en el vitelo se consuman (Weber a al., 1994).
Los datos obtenidos, en relación a la cantidad de HT detectada en estados
embrionarios de R. perezi, difieren de los descritos en E. niarinus (Weber eí al., 1994). En
esta última especie se observaron un día después de la fecundación concentraciones de T4
equivalentes a las que nosotros encontramos hacia la eclosión, mientras que en este estado
no fueron detectables en B. marinus, permaneciendo así hasta el inicio de la
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premetamorfosis. En R. perezí también observamos un descenso de la concentración de T4
en el siguiente estado embrionario estudiado (25 G) y un aumento de la misma en larvas
premetamórficas (1-II TK, 26-27 G). Las diferencias entre B. marinus y R. perezí en este
período podrían deberse a que el límite de detección de nuestro ensayo es mucho menor que
el del utilizado por Weber y colaboradores y por tanto, podría ocurrir que durante el período
embrionario, en el que las concentraciones son muy bajas, estos autores estuvieran
infravalorando la cantidad real de hormonas. Aunque no tenemos datos previos al momento
de la eclosión en R. perezí, teniendo en cuenta el hecho anteriormente citado, es posible que
en etapas anteriores hubieramos encontrado valores más elevados todavía. Sin embargo,
también es perfectamente factible que las concentraciones de HT en estas dos especies sean
diferentes, ya que de hecho el contenido total de T4 que nosotros encontramos al final del
clímax es de = 0,6-0,75 ng/ind. (día-noche) frente a los = 0,45 ng/ind. observados en fi.
marinas (Weber a al., 1994), supuestamente durante el día, puesto que en este trabajo no
se especifica el horario de muestreo. Sin embargo, la concentración tota] de T4 en este mismo
estado fue menor en R. peral (= 1,5-2,5 ng/g) que en fi. marinas (= 5,5 ng/g), debido a que
el peso corporal de R. perezi (3,7-438,4 mg) es muyo mayor que en fi. marinus (<3-171,3
mg) a lo largo de todo el desarrollo. La concentración de T4, así como el peso corporal, a
lo largo de la ontogenia de fi. japonicus (Niinuma er al., 1991) son muy similares a los de
fi. marinus. Por tanto, parece que, efectivamente, los distintos valores observados en R.
perezi y Bufo estarían reflejando diferencias filogenéticas. Por otra parte, tanto en fi. marinas
como en fi. japonicus, las concentraciones de T3, así como el contenido total en el caso de
fi. marinas, son mucho mayores que las encontradas en R. perezi y también superiores a los
niveles plasmáticos de esta hormona en R. catesbelana (Regard el al., 1978; Suzuki y
Suzuki, 1981). Asimismo, nosotros hemos observado recientemente en Bufo calamita valores
de T3 (concentración y contenido total) superiores a los de Rana (Gancedo et al., datos sin
publicar). Si bien la comparación directa de los datos obtenidos en Bufo y R. perezí con los
de R. catesbetana no es posible en este momento (no se dispone de los valores plasmáticos
de lii? en Bufo y R. perezí ni de las concentraciones y!o contenidos totales en R.
catesbeiana), parece interesante destacar que también en X. laevis (Leloup y Buscaglia, 1977;
Gancedo et al., 1994a) se han observado valores plasmáticos de T3 más elevados que en R.
catesbelana y R. perezi, siendo comparables a los de Bufo, sugiriendo que podría estar
relacionado con el hecho de que estas especies (Bufo y Xenopus) presenten un clímax y
preclímax más cortos, dada la generalmente aceptada mayor importancia de la 13 en la
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metamorfosis.
En general la evolución del contenido de lii? a lo largo del desarrollo de R. perezi es
similar a la descrita previamente para otras especies (véase Introducción, 1.2.). De forma que
el contenido total de HT aumenta según se acerca el clímax metamórfico y al final de este
período (XXV TK) el contenido de T3 es mucho mayor que en prometamorfosis reforzando
la hipótesis de que este aumento se debe fundamentalmente a un incremento en la
desyodación periférica (véase Kflhn et al., 1993b), ya que la actividad 5’D aumenta hasta
cinco veces durante el clímax (Galton y Hiebert, 1988). En R. perezi esta hipótesis se
confirma con el incremento de la proporción T3/T4 diurna observado en esta etapa del
desarrollo. En cuanto a la evolución de esta proporción en la ontogenia, resulta interesante
el aumento que se observa en el estado 25 0, supuestamente antes de que el tiroides sea
funcional y de que la actividad 5’D aparezca. Una posibilidad es que estas hormonas de
origen materno estén siendo utilizadas por la larva en desarrollo, de forma que tanto T3 como
T4 disminuyen con respecto al estado anterior, sin embargo la T4 disminuye de forma mucho
más acusada que la T3 lo que justifica el aumento de la correspondiente proporción. Esta
diferencia entre la evolución de 174 y T3 podría explicarse por una degradación mayor de la
T4, habiéndose descrito la presencia de la actividad 5D, que desactiva la T4, en larvas
premetamórficas de R. catesbetana (Galton y Hiebert, 1987b). Otra posibilidad a tener en
cuenta es que el grado relativo de captación y utilización tisular de las HT puede variar a lo
largo del desarrollo.
En prometamorfosis (XV-XVI TK, 40 G) la concentración de T3 y T4 durante el día
no parece modificarse significativamente con respecto a los valores encontrados en
premetamorfosis, debido al gran aumento de peso que se produce durante la
prometamorfosis, de forma que el contenido total, sobre todo de T4, incrementa muy
significativamente. Por tanto, en el estudio de los cambios de III’ a lo largo de la ontogenia,
es interesante analizar tanto la concentración como el contenido total, ya que aunque la
dirección de estos cambios es similar, en general la magnitud es muy diferente, siendo mayor
en el caso del contenido total, pudiendo afectar en gran medida a los resultados en períodos
críticos de cambio de peso del animal. Además, es necesario tener en cuenta la influencia que
el contenido de agua de las larvas tiene sobre su peso corporal, así como sobre el balance
hídrico de los distintos compartimentos, pudiendo afectar a las concentraciones de HT tanto
en el caso de las concentraciones totales como en el caso de las valoraciones plasmáticas. No
obstante, el descenso del contenido de agua que se produce hacia el clímax (Brown et aL,
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1988) no parece ser la causa del incremento de Iii? descrito en todas las especies estudiadas,
como lo demuestra el estudio realizado en B. manitas (Weber et al., 1994) y el presente en
R. perezi.
En cuanto a la evolución de los valores nocturnos, se observa fundamentalmente un
descenso aparente de la concentración de ‘1’4 en prometamorfosis, que vendría determinado
por el ya mencionado aumento de peso y por el aumento diurno del contenido total de T4 que
se observan en este estado.
La existencia de variaciones circadianas de la actividad tiroidea ha sido
extensivamente estudiada en vertebrados homeotermos (Rintamáki a al., 1986; Ahíersová
a al., 1986; Decuypere y Kúhn, 1988; Peschke et al., 1989). Entre los poiquilotermos, se
han realizado bastantes estudios en peces teleósteos (véase Brown, 1988; Leatherland et al.,
1992), sugiriéndose que los ritmos diarios de T4 pueden variar estacionalmente (Noeske y
Spieler, 1983). En anfibios, son muy pocos los estudios realizados en este campo.
Nuestros resultados indican por primera vez la existencia de cambios diarios en las
Iii? de larvas de anfibios anuros. Un estudio previo realizado por Weil (1986) describe
niveles plasmáticos de T4 relativamente altos al inicio de la prometamorfosis (X-XII TIC),
seguidos de un descenso hacia el estado XV TIC. Estos resultados se interpretaron como
consecuencia de posibles ritmos diarios en la secreción tiroidea. Desafortunadamente en los
numerosos estudios realizados sobre HT en la ontogenia de anfibios no se especifican el
horario de sacrificio y obtención de muestras, e incluso ni siquiera el fotoperíodo bajo el que
las larvas eran mantenidas. Nuestros datos demuestran un perfil diario muy similar para la
concentración y el contenido total de HT, encontrándose únicamente algunas diferencias en
el grado de significación estadística.
Cambios significativos tanto de la concentración como del contenido total de HT
aparecen por primera vez en premetamorfosis (1-II TIC, 26-27 G). Sin embargo, en estados
embrionarios se observan cambios en la proporción T3/T4 con un descenso de la misma
durante la fase oscura del fotociclo diario. Esta diferencia probablemente se deba a cambios
diarios en la utilización y/o degradación de HT, como ha sido sugerido previamente (Wright
el al., 1986).
Wright y colaboradores (1986) encontraron en larvas premetamórficas de R. pipiens
que la metamorfosis inducida por T4 era más rápida cuando esta hormona se administraba
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hacia el final de la fase oscura del fotociclo o durante la primen mitad de la fase luminosa
del mismo, lo que indicaba la existencia de cambios circadianos en la sensibilidad de los
tejidos diana de la 14, y sugería una producción rítmica de la hormona endógena. Resultados
similares han sido también descritos en X. laevis (Burns a al., 1987). Nuestros datos
confirman esta hipótesis, sin embargo, estos autores proponían que la acrofase debería ocurrir
en el momento de la máxima respuesta a T4, es decir, al principio de la fase luminosa o al
final de la fase oscura (Wright a al. 1986), mientras que nosotros hemos encontrado
contenidos de MT más elevados en la primera mitad de la fase oscura, siendo a medianoche
significativamente superiores a los valores diurnos. La interpretación de estos resultados
aparentemente contradictorios es que la administración de ‘l’4 en el momento en que los
- - niveles endógenos son máximos probablemente no produzca un efecto mayor debido a una
saturación de los receptores de HT con el sustrato endógeno. De modo que, teniendo en
cuenta esta reflexión, nuestros datos explicarían mejor los resultados anteriormente citados
(Wright a al., 1986; Burns a al. 1987), y por tanto el mayor efecto de la T4 exógena
aparece cuando los contenidos endógenos son menores, aunque no podemos descartar que los
perfiles diarios de MT sean diferentes entre especies.
En prometamorfosis desaparecen las fluctuaciones de T3, observándose una cierta
inversión del perfil en el caso de la T4, de forma que la concentración de T4 diurna se
mantiene con respecto al estado anterior, pero los valores nocturnos disminuyen. Sin
embargo, considerando el contenido total, la respuesta es justo la contraria, como hemos
señalado previamente, luego la situación real sería que los valores nocturnos se mantienen
mientras que los diurnos aumentan de manera muy acusada. Esta situación podría atribuirse
al aumento en la producción de 13 en este estado, que parece ser mayor durante la noche
(173/?4 mayor). Sin embargo, un aumento en la degradación nocturna de 14 puede ser más
probable (no se observan incrementos paralelos de T3). La limitación en el número de larvas
disponibles sólo nos permitió obtener un único punto de muestreo durante la fase luminosa
del fotociclo, y teniendo en cuenta la tendencia general a mostrar niveles nocturnos más
elevados durante el resto de los estados, podría cuestionarse que realmente se produzca esta
inversión del patrón día/noche de T4. No obstante, un perfil diario similar también se ha
encontrado en larvas prometamórficas de D. pictus (Gancedo et al., datos sin publicar) y de
X. laevis (Gancedo et al., 1994a), reforzando la fiabilidad de este cambio.
Al final del clímax metamórfico no se detectan fluctuaciones significativas ni en la
concentración ni en el contenido total de MT, si bien los valores medios tienden a aumentar
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durante la noche, y los cambios en la proporción T3/T4, que hasta ahora se habían mantenido
aunque con perfiles diferentes, desaparecen.
2. HORMONAS TIROII)EAS EN ADULTOS DE R. pereá: CICLOS
DIARIOS Y ESTACIONALES.
Los resultados presentados en esta Memoria demuestran la existencia de fluctuaciones
diarias de la actividad tiroidea en individuos adultos de R. perezi. Además, nuestros datos
indican que estos perfiles día/noche cambian dependiendo de la estación del año, de manera
-que las oscilaciones máximas se observan en primavera y desaparecen en invierno (Gancedo
a al., 1994b).
Un ciclo diario de los niveles plasmáticos de T3 con valores mínimos hacia la
medianoche aparece en primavera, verano y otoño, mientras que sólo se detectan cambios
día/noche significativos en la concentración plasmática de T4, con un perfil similar al de la
173, en primavera (desafortunadamente los niveles de T4 en plasma no se pudieron determinar
en verano). La monodesyodación periférica, considerando la proporción T3/T4 plasmática
como un indice aproximado de la misma, no parece modificarse a lo largo del fotociclo
diario en ninguna de las estaciones estudiadas. Niveles diurnos más elevados de T4 en plasma
se han descrito también en A. tigrinum en primavera (Norris a al., 1981). Nuestros
resultados concuerdan parcialmente con el único estudio sobre cambios diarios de la actividad
tiroidea realizado anteriormente en anuros (R. ridibunda; Kúhn a al., 1983). Estos autores
tampoco encontraron variaciones en los niveles de 174 plasmática en otoño e invierno. Sin
embargo, observaron ritmos circadianos de T3 en plasma, así como de la proporción T3/T4,
con la acrofase después de la medianoche en las dos estaciones anteriormente citadas. Estas
discrepancias entre R. ridibunda y R. perezi podrían deberse a diferencias específicas, ya que
se ha sugerido que los ritmos diarios de HT pueden variar incluso entre poblaciones de una
misma especie (Noeske y Spieler, 1983), y en este sentido, diferentes autores han descrito
en la misma especie (Salmo gairdneri) niveles máximos de T4 tanto durante el día como
durante la noche, dependiendo de los estudios (véase Brown, 1988).
El fotoperíodo y la temperatura son señales importantes en la determinación de las
variaciones diarias de diversos parámetros fisiológicos (Underwood, 1988, 1990). En el
experimento realizado por Kúhn y colaboradores (1983) en Diciembre el fotoperiodo no era
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el propio de la estación, sino que era un fotoperiodo largo (14L: lOD, similar al fotoperiodo
natural de primavera-verano), pudiendo explicar en parte las fluctuaciones diarias en el
contenido plasmático y tiroideo de HT en R. ridibunda hibernante, en contraste con la total
desaparición de ciclicidad tiroidea observada en invierno en R. perezi. Además, es interesante
destacar que cuando individuos de R. ridibunda bajo un fotoperíodo 14L: lOD en Diciembre
fueron aclimatados a 200C, se produjo un cambio en la acrofase del ciclo de T3 plasmática
hacia el inicio del día (Kúhn a al., 1983). Nosotros hemos encontrado resultados similares
en primavera, en condiciones ambientales de fotoperíodo y temperatura análogas a las
descritas para R. ridibunda.
La comparación de los perfiles diarios de los niveles plasmáticos de T
3 y T4 en las
distintas estaciones pone de manifiesto lo que parece ser un cambio en el momento de la
aparición de los niveles medios más altos, de forma que en primavera se observan en la
primera mitad de la fase luminosa, mientras que en otoño aparecen al final de esta fase del
fotociclo diario.
Nuestro trabajo constituye la primera aportación de cambios diarios en las HT
determinadas en el tiroides como fracciones de T3 y T4 libres y unidas. La fracción libre
representa la cantidad de hormona, procedente de la proteolisis de la Tg, preparada para ser
liberada al torrente circulatorio (Haibach, 1971), mientras que la fracción unida representaría
la hormona que ha sido sintetizada en el seno de la Tg y que permanece en el lumen folicular
antes de ser intemalizada y procesada por las células foliculares (Rousset, 1991). En nuestro
estudio hemos observado oscilaciones día/noche significativas del contenido de BT3 y de BT4
en primavera y otoño. Además, los perfiles diarios del contenido de Hl unidas son distintos
en estas dos estaciones, corroborando los cambios estacionales en los patrones diarios de HT
plasmáticas previamente mencionados. De este modo, el contenido de BT3 en primavera
alcanza un máximo al principio de la fase oscura, mientras que en otoño se observa un
desplazamiento de los valores altos hacia el final de la noche. De forma similar, el contenido
de BT4 muestra un patrón bifásico en primavera, con valores altos al inicio, tanto de la fase
de luz como de la fase oscura, y contenidos bajos hacia el final de la noche, momento en el
que se observa un máximo en otoño. Aunque la temperatura es similar en primavera y otoño,
los fotoperiodos son casi opuestos (13,5L: 10, íD vs l0,5L: 13. íD), y por tanto, parecería que
el fotoperíodo es más importante que la temperatura en cuanto a la determinación del patrón
día/noche de las fluctuaciones de la actividad tiroidea, como ha sido previamente sugerido
para R. ridibunda (KOhn et al., 1983). Sin embargo, en invierno, cuando el fotoperiodo es
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similar al de otoño pero las temperaturas son más bajas, no se observan cambios diarios de
HT, ni en plasma ni en tiroides. A primera vista estos resultados sugieren que mientras que
el fotoperíodo podría estar regulando los perfiles diarios de actividad tiroidea en relación al
momento del fotociclo diario en el que aparecen los valores máximos y mínimos, la
temperatura podría ejercer un control sobre la magnitud de tales cambios, teniendo en cuenta
que en general se observa una atenuación de los ciclos según desciende la temperatura. No
obstante, como veremos más adelante, parece más probable que se produzca una interacción
de estos dos factores ambientales en el control de los cambios diarios de la actividad tiroidea.
Se ha descrito una ritmicidad circadiana del contenido tiroideo total de HT en R.
ridibunda en Octubre, pero no en Septiembre (Kúhn et aL, 1983), apareciendo la acrofase
de 173 al mediodía y la de 14 al principio de la noche. Nuestros resultados no concuerdan
completamente con los del equipo del Prof. Kúhn, aunque también encontramos contenidos
altos de Hl al principio de la fase oscura en otoño.
Sólo se observaron cambios diarios significativos en la FT3 en primavera con un
incremento al principio de la fase oscura, mientras que la FI’4 en otoño muestra un máximo
al principio de la fotofase. Por otra parte, la proporción FT3/FT4 experimenta fluctuaciones
significativas en primavera, lo que podría estar reflejando cambios en la desyodación y/o
degradación intratiroidea. A este respecto, se ha sugerido que la degradación intratiroidea
debe ser alta durante el ciclo diario de actividad tiroidea, ya que resulta bastante improbable
que la diferencia existente entre el contenido tiroideo máximo y el mínimo de Hl se deba
a procesos de secreción (Kúhn a al., 1983).
En primavera durante la fase luminosa parece producirse una secreción máxima, de
forma que tanto la fracción libre como la unida disminuyen en el tiroides, mientras que los
niveles plasmáticos permanecen relativamente estables. Por otra parte, las reservas tiroideas
(libre y unida) de T3 se acumulan al inicio de la fase oscura y las de T4 también al inicio de
la fase luminosa. Esto podría sugerir la existencia de fluctuaciones diarias en la producción
de TSH, como se ha demostrado en mamíferos (Ortiz-Caro a al.,1984; Weber et al., 1991),
y/o en la capacidad de respuesta del tiroides a dicha hormona hipofisaria. Además, los
distintos patrones diarios de actividad tiroidea observados en primavera y otoño podrían estar
relacionados con cambios estacionales en el perfil diario de TSH (Wong a al., 1983). De
hecho, en A. tigrinum se ha descrito que la máxima sensibilidad a la administración de TSH
exógena aparece al final de la fase oscura en Octubre, pero no en Mayo. En cualquier caso,
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la respuesta a esta interesante cuestión tendrá que esperar hasta que se desarrolle un RIA
homólogo para TSH de anfibios.
Debemos considerar también la posible influencia de otros ciclos endocrinos diarios.
En este sentido, se ha demostrado la existencia de interacciones del eje adrenal con la función
tiroidea en mamíferos y aves (Vriend, 1983b; Willianison y Davison, 1987), habiéndose
descrito incluso un cambio de fase en la ritmicidad circadiana de los niveles plasmáticos de
corticosterona en codornices hipotiroideas (Kovács y Péczely, 1983). También en los anfibios
existen interacciones entre estos dos ejes endocrinos durante la metamorfosis (véase
Kikuyama a al., 1985, 1988; Dent, 1988; Rosenkilde y Ussing, 1990; Kikuyama, 1991).
Se han descrito ritmos circadianos de corticosterona y aldosterona en anfibios adultos, con
niveles generalmente más elevados durante la noche (Leboulenger et al., 1982; Pancak y
Taylor, 1983). Además, como veremos más adelante, el CRF es capaz de estimular tanto el
eje tiroideo como el eje interrenal en larvas y adultos de anfibios (Denver, 1988, 1993;
Denver y Licht, 1989; Jacobs y Kñhn, 1989, 1992; Malagón et al., 1991). Por otra parte,
los niveles de MT circulantes influyen de manera importante en la regulación del eje adrenal
modificando los niveles de ARNm de CRF hipotalámico (Shi a al., 1994). De manera que
existe la posibilidad de que las variaciones de la actividad tiroidea en anfibios estén
determinadas, al menos en parte, por interacciones con el eje interrenal.
Con relación a las diferencias observadas en los cambios diarios en HT entre larvas
y adultos de R. perezi, podría ocurrir que el patrón varíe tras la metamorfosis, ya que incluso
durante la ontogenia hemos encontrado un cambio en prometamorfosis y la desaparición de
oscilaciones al final del clímax, lo que podría estar anticipando la adaptación del sistema
larvado a la situación del adulto. Por otra parte, hemos de considerar que en el caso de las
larvas estamos valorando el conjunto total de yodotironinas extratiroideas mientras que en
los adultos sólo tenemos los valores plasmáticos, de modo que podría ocurrir que los niveles
de Hl disminuyeran en el compartimento sanguíneo debido a un aumento de la captación
tisular durante la noche. De hecho, los niveles circulantes de HT no siempre reflejan las
concentraciones intracelulares de las mismas (Larsen et al., 1981; Duelíman y Trueb, 1986),
de modo que podrían alterarse los niveles de 174 en plasma sin modificarse los de 13, como
consecuencia de un aumento de la unión a sus receptores intracelulares o de un incremento
de la 5’D intracelular seguido de una elevación posterior en la degradación y/o excreción.
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Además, si la MEL está implicada en la regulación de estos ciclos, debemos recordar que
mientras que en larvas observamos un incremento de la T4 tras el tratamiento con MEL, en
adultos el hipotético descenso de MEL circulante como consecuencia de la pinealectomia y
la ceguera parece activar la síntesis y liberación de T4 durante el día. Por otra parte, como
veremos más adelante, la naturaleza de las interacciones entre la actividad gonadal y la
tiroidea también se modifica tras la metamorfosis.
La superposición de ciclos diarios y ciclos estacionales complica la interpretación de
los resultados. En esta parte de la Memoria relativa a los ciclos diarios de HT detectamos
diferencias estacionales en los valores medios diarios de los parámetros de actividad tiroidea
estudiados, que se vieron confirmadas en el estudio anual más detallado que se realizó
posteriormente y que discutiremos a continuación.
En esta parte de la Memoria se muestran los perfiles estacionales de los niveles
plasmáticos y el contenido tiroideo de 173 y T4 en machos y hembras de R. perezi,
demostrándose la existencia de cambios importantes en diferentes parámetros de la actividad
tiroidea a lo largo del ciclo anual y dependientes del sexo (Gancedo er al., 1994c).
Los niveles de 173 en plasma tienden a aumentar desde Enero en adelante, alcanzando
un máximo en Julio, seguido de un pronunciado descenso en Agosto-Octubre y una ligera
recuperación de los niveles en Noviembre hasta alcanzar valores similares a los observados
en Enero. Estos resultados concuerdan en parte con los obtenidos en la carpa (Cyprinus
carpio; Stryjek-Kaminska el al., 1988) donde también se observaron valores más elevados
de T3 plasmática durante el verano con una caída en otoño seguido de un aumento progresivo
de Enero a Junio. A pesar de que es generalmente aceptado que la T3 es la principal hormona
biológicamente activa, existen muy pocos trabajos que describan los cambios anuales de 173
plasmática y tiroidea en anfibios adultos. Kúhn y colaboradores (1985a) encontraron que la
concentración plasmática de T3 no experimenta grandes cambios en machos de R. ridibunda
en el período compredido entre Diciembre y Agosto, con la excepción de un descenso en
Diciembre y Marzo, aunque los animales en hibernación mantienen los niveles plasmáticos
de T3 (Kiihn eí al., 1983). Por el contrario, se ha descrito la existencia de un máximo de T3
plasmática durante los meses de Febrero-Marzo en machos y hembras de fi. japonicus
(Tasaki el al., 1986). Las relativas discrepancias entre el presente estudio y los trabajos
antenormente citados podrían deberse a diferencias específicas, si bien R. perezi y R.
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ridibunda son especies estrechamente relacionadas. Por otra parte, los niveles plasmáticos
de HT medidos en anfibios adultos varían enormemente (véase Stieff y Kaltenbach, 1986),
y en este sentido, R. perezi presenta a lo largo del año valores de 13 plasmática mucho más
altos (12-75 pg/ml) que R. ridibunda (10-15 pg/ml) o B. japonicus (25 pg/ml). Además, en
este último estudio los niveles de T3 estaban por debajo del límite de detección del ensayo
(6 pg/ml) durante la mayor parte del año y sólo fue detectable en más del 50% de los
individuos en Febrero- Marzo. Además, la existencia de cambios diarios de actividad tiroidea
en anfibios, que ya hemos analizado en el apanado anterior, podría explicar en parte las
diferencias observadas entre los tres estudios, ya que la toma de muestras de sangre se
realizó en distintos momentos del fotociclo diario en cada uno de ellos, y en el caso de B.
japonicus el horario de muestreo fue diferente dependiendo de la estación del año. Por
último, tampoco podemos descartar la influencia de cambios en las condiciones ambientales
de un año a otro y entre diferentes regiones.
Con respecto a la T4 plasmática, también hemos observado niveles altos durante la
primavera y el verano, y niveles mínimos en Octubre en machos y hembras de R. perezí.
Resultados similares se han descrito en B. viridis (Rosenkilde y Jorgensen, 1977) y B.
regulait (Saad y Mi, 1992), donde la T4 plasmática alcanza los valores más altos en
primavera-verano, produciéndose un descenso de los niveles en Octubre. Además, en B.
regularis se observa un descenso significativo de la 14 plasmática en Abril y un aumento en
Noviembre (Saad y Ah, 1992), al igual que ocurre en machos de R. perezi. Por otra parte,
la concentración plasmática de 174 en machos de 1?. ridibunda mostró un máximo en Marzo
(Kúhn eí al., 1985a), aunque también se ha descrito en esta especie un descenso de los
niveles de 174 de Febrero a Abril seguido de un segundo pico en Mayo (Vandorpe el al.,
1987). De forma similar, en machos y hembras de B. japonicus (Tasaki el aL, 1986)
aparecen un pico principal en Marzo y uno secundario en Junio seguido de niveles mínimos
en otoño.
Nuestro trabajo es el primero que analiza los cambios estacionales del contenido
tiroideo de MT en anfibios valorando independientemente las fracciones libre y unida. Hemos
encontrado que las fracciones libre y unida, tanto de 13 como de 174, muestran valores
elevados al principio de la primavera y durante el verano en hembras de R. perezi, mientras
que los machos presentan principalmente un máximo en verano. De modo que estos datos
concuerdan básicamente con los altos niveles plasmáticos de Hl observados en estas dos
estaciones, y además, están en línea con los escasos trabajos realizados con anterioridad
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relacionados con la evolución estacional del contenido tiroideo total de HT en anfibios
adultos. Así, en machos hibernantes de R. ridibunda se observó un contenido tiroideo de T3
y 174 bajo, que aumentaba en Abril-Mayo hasta alcanzar un máximo en Julio-Agosto (Kúhn
et al., 1985a). Resultados similares se han descrito en hembras de Dicroglossus occipitalis,
con contenidos tiroideos de HT máximos en Julio-Agosto y mínimos en Noviembre y Enero-
Febrero (Kúhn eí al., 1987b).
La obtención de conclusiones firmes acerca de las relaciones existentes entre los
distintos indicadores de la actividad tiroidea estudiados es un poco arriesgada con los datos
disponibles, y en este sentido la determinación de la actividad 5’D, la rT3 o el “turnover” de
lii’, la peroxidasa tiroidea y la concentración de TSH serían de bastante ayuda en la
interpretación de los resultados. Sin embargo, se pueden hacer algunas observaciones, que
aun siendo en cierta medida especulativas, resultan interesantes. Así, parece que el patrón
de secreción de la glándula cambia dependiendo de la estación, como se ha sugerido
previamente (Kúhn eí ah, 1985a), y del sexo. Es decir, en Marzo se produce posiblemente
una síntesis (BT3/BT4 elevada) y liberación (FT3/FT4 elevada) preferente de 173 y/o un
aumento en la desyodación intratiroidea, reduciéndose la cantidad de Fi’3 que se acumula en
la glándula y que pasaría a la circulación (niveles plasmáticos elevados). Un fenómeno
similar se ha descrito con anterioridad en mamíferos (Peeters et al., 1992). Además, en esta
época del año se detecta en las hembras un aumento hipotético de la desyodación periférica
(T3/T4 plasmática elevada), con la consiguiente disminución de los niveles plasmáticos de T4.
En Abril la síntesis y secreción de HT en hembras es lo suficientemente alta como para
permitir un aumento en los niveles plasmáticos junto con una acumulación de las reservas
tiroideas. Por el contrario, en machos apenas se observa acumulación tiroidea y aparecen
niveles inferiores de 174 en plasma, sugiriendo un grado de síntesis y secreción menor,
apoyado por la existencia de una correlación positiva significativa entre la 174 plasmática y
la FT4, aunque no podemos descartar la posibilidad de que se produzca un aumento en la
degradación y/o en la captación tisular. En Mayo se observan niveles plasmáticos de HT
elevados, a expensas de su acumulación en la glándula. Una situación similar a la descrita
en Abril aparece en Julio. Además, en hembras parece producirse una secreción máxima en
contraste con Agosto, cuando la secreción parece no ser favorecida, de manera que las
hormonas libres se acumulan, y posiblemente son sometidas a una posterior degradación
intratiroidea, mientras que los niveles plasmáticos disminuyen abruptamente. De hecho,
Función tiroidea en anfibios anuros V. DISCUSIÓN 245
existe una correlación negativa significativa entre la T3 plasmática y la FT3 en hembras.
Finalmente, se observa un descenso de la actividad tiroidea en Octubre, seguido de una
recuperación parcial en Noviembre. Las principales diferencias sexuales aparecen durante los
meses más calurosos (Mayo-Agosto). En este sentido, se han descrito variaciones en la
función tiroidea entre machos y hembras de R. temporaria tras la exposición a temperaturas
altas (Ceusters eí al., 1978).
La proporción T3/T4 plasmática es mucho más elevada que las proporciones tiroideas
(libre y unida), indicando que la mayoría de la 173 plasmática procede de la monodesyodación
periférica en R. perezi, como ya se ha sugerido en otros anfibios (Leloup et al., 1981; Kiihn
el al., 1985a). No obstante, la contribución tiroidea parece ser de relativa importancia en las
fluctuaciones estacionales, como hemos discutidoanteriormente. Por otra parte, la proporción
FT3/FT4 también es mucho mayor que la proporción BT3/B174, apoyando la bien conocida
preferencia general del tiroides por la producción de ‘l’4 y la liberación preferente de 173 y/o
aumento de la desyodasa intratiroidea citada previamente.
Antes del final del período invernal hemos encontrado niveles plasmáticos de T4
relativamente altos en machos, y niveles altos de T3 en los dos sexos, lo que podría ser
esencial para la reactivación del eje hipotálamo-hipofisis-tiroides (Kúhn et al., 1984b).
Además, podría indicar que las HT desempeñan un papel en la regulación del metabolismo
energético a bajas temperaturas, como ha sido sugerido con anterioridad en B. japonicus
(Tasaki el al., 1986). En lagartos, los lípidos de los cuerpos grasos parecen ser la principal
fuente energética durante la hibernación, sugiriéndose un papel de las HT en la movilización
de las grasas (Kar y Chandola-Saklani, 1985>. Se ha descrito también una activación de las
enzimas catabólicas hepáticas inducida por HT en peces teleósteos (Peter y Oomen, 1989).
Además, se ha demostrado que las variaciones estacionales de algunas enzimas hepáticas en
1?. temporaria dependen de cambios en la actividad tiroidea (Wróbel cí al., 1992; Wróbel
y Frendo, 1993). Durante la fase de hibernación el glucógeno hepático es la principal fuente
de energía metabólica en anfibios (Byrne y White, 1975). En el presente estudio hemos
observado cambios estacionales en el IHS que concuerdan con las variaciones cíclicas
estacionales del glucógeno hepático en R. esculenía (Fenoglio el al., 1992), sugiriendo que
los cambios podrían deberse efectivamente a variaciones en el metabolismo energético y que
las HT podrían estar implicadas en la movilización de estas reservas, aunque es necesario
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tener en cuenta la participación de otras hormonas, como la insulina (Scapin e Incerpi, 1992).
Por otra parte, nuestros resultados indican un descenso del IHS en la época previa a la
reproducción y durante la misma, tanto en machos como en hembras, lo que está de acuerdo
con estudios anteriores (Jolivet-Jaudet eí al., 1984), pudiendo estar relacionado con el aporte
energético necesario para la reproducción. Además, en este período se observan niveles
plasmáticos de T3 elevados en R. perezí. Existe, por tanto, la posibilidad de que las En’ estén
implicadas también en la movilización de las reservas energéticas durante la época de
reproducción, como ya fue sugerido por Rosenkilde (1982).
En contraste con los anfibios urodelos, donde hay bastantes evidencias que indican
que el tratamiento con 174 aumenta la preferencia por el medio terrestre mientras que la PRL
induce el movimiento hacia el agua, la participación endocrina en la migración de anuros no
está muy clara (véase Rankin, 1991). No se han observado aumentos en los niveles de PRL
asociados con el movimiento hacia el agua ni en fi. japonicus (Yoneyama eí al., 1984) ni en
R. esculenía (Mosconi eí al., 1994). Sin embargo, algunos autores han relacionado altos
niveles de 174 en plasma con las migraciones reproductoras y postreproductoras (Tasaki el al.,
1986; Saad y Ah, 1992), aunque posteriormente se ha encontrado un efecto inhibidor de la
174 sobre la locomoción en fi. japonicus (Tasaki e Ishii, 1990a,b). Nuestros datos indican la
existencia de niveles plasmáticos de 1117 elevados durante los períodos reproductor y
postreproductor, apoyando la posible participación de las 11? en la regulación del
comportamiento migratorio, como ha sido sugerido en peces (Ueda eí al., 1984). Sin
embargo, hasta el momento no se ha descrito la existencia de migraciones ligadas a la
reproducción en R. perezi (García Paris, 1985).
En peces teleósteos parece claro que existe una conexión entre los ejes gonadal y
tiroideo (Eales y Fletcher, 1982; Chakraborti y Bhattacharya, 1984). También se ha sugerido
la existencia de una relación tiroides-gónadas en anfibios (Ktihn eí al., 1990). En R. perezi
el perfil estacional del desarrollo ovárico, representado por los cambios en el índice
gonadosomático (lOS), comparte ciertas similitudes con el ciclo de 13 plasmática. Los valores
más altos de LOS (hacia la mitad de la primavera) coinciden con altos niveles circulantes de
173, aunque la regresión gonadal que se produce tras la reproducción tiene lugar un mes antes
de que los niveles de T3 disminuyan. Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio
demostraron que los niveles plasmáticos de E2 cambian de forma paralela al 105. mostrando
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valores máximos durante la época de reproducción (Delgado eí al., 1990), que ocurre en esta
especie desde fmales de Marzo hasta Junio, dependiendo de las áreas (García Paris, 1985).
Por tanto, parece que los ciclos gonadal y tiroideo se superponen pero están ligeramente
desplazados en el tiempo. Por otra parte, la proporción T3/T4 plasmática aumenta en hembras
desde Julio hasta Noviembre, sugiriendo, como ha sido anteriormente propuesto (Vandorpe
eí al., 1987), una mayor necesidad de T3 durante la gainetogénesis que vuelve a iniciarse en
esta epoca (Delgado ez al., 1990). En los machos de R. perezí los niveles de testosterona en
plasma siguen un patrón similar al descrito para el E2 en hembras (Delgado eí al., 1989), con
lo que la relación entre los niveles plasmáticos de T3 y de testosterona sería análoga.
Con respecto a las posibles influencias de los factores ambientales, fotoperíodo y
temperatura, sobre los cambios estacionales de la actividad tiroidea no parece que exista una
relación simple. Encontramos niveles altos de HT en plasma durante los meses en los que
fotoperíodo y temperatura van aumentando (Mayo-Julio). Sin embargo, se detectan niveles
bajos de 173 plasmática en Agosto, cuando la temperatura y el fotoperíodo son todavía
elevados. Más adelante (apanado 4. Regulación ambiental) discutiremos con detalle la
influencia de estos factores ambientales sobre la actividad tiroidea de R. perezi.
3. REGULACIÓN ENDOGENA DE LA ACTIVIDAD TIROIDEA.
a) Control hipotalámico de la actividad tiroidea en larvas. Papel del
CRF.
Es bien conocido el papel de la TRH como principal regulador neuroendocrino de la
secreción de TSH en mamíferos (Morley, 1981) y aves (Wentworth y Ringer, 1986). Sin
embargo, aunque la TRiH estimula la secreción de TSR en vertebrados poiquilotermos adultos
(Darras y Kiihn, 1982; Preece y Licht, 1987; Denver, 1988; Denver y Licht, 1989a; Jacobs
y Kúhn, 1992), es inactiva en la regulación de la secreción de TSH en anfibios larvarios (ver
Norris y Dent, 1989; Denver y Licht, 1989b). De modo que la acción estimuladora de la
TRI-I sobre la secreción de TSR en anfibios se desarrolla después de la metamorfosis (Jacobs
eí al., 1988; Denver y Licht, 1989b).
Como hemos visto en la Introducción, un péptido CRF-’like” podría estar implicado
en la regulación del eje tiroideo en adultos y larvas de anfibios anuros (Denver, 1988;
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Denver y Licht, 1989b). Nuestros resultados demuestran que el CRF incrementa la
concentración de HT en lanas prometamórficas de R. perezí (Gancedo el al., 1992).
Utilizando técnicas de inmunocitoquimica se han localizado compuestos CRF-”like”
en el hipotálamo y en la eminencia media de individuos adultos de varias especies de anfibios
(Oliverau eí al., 1987; González y Lederis, 1988), así como en la eminencia media de larvas
de R. caíesbeiana (Can y Norris, 1990). Por otra parte, se ha identificado al núcleo
preóptico como el lugar principal de la síntesis del CRF en el cerebro de anuros adultos
(Tonon el aL, 1985; González y Lederis, 1988) y parece ser un centro hipotalámico clave
en el control de la metamorfosis (véase Norris y Dent, 1989). La existencia de una fuerte
inmunorreactividad tipo CRE en la eminencia media sugiere que este péptido estaría pasando
a lapars disíalis hipofisaria a través del sistema porta hipotálamo-hipofisario (Oliverau el al.,
1987; González eí al., 1992). Recientemente, se ha identificado y caracterizado la estructura
primaria del gen del CRF en X. laevis (Stenzel-Poore el al., 1992), encontrándose que se
expresa fundamentalmente en el núcleo preóptico y en el órgano paraventricular. Además,
se ha observado que este CRE presenta una gran homología con el CRF de mamíferos y
teleósteos, indicando que su secuencia está altamente conservada a lo largo de la escala
filogenética, como había sido sugerido previamente (Lederis, 1987). Por otra parte, todos
los CRF o péptidos CRF-”like” analizados hasta el momento poseen acciones biológicas casi
idénticas, así como un espectro de actividad farmacológica similar (Lederis eta!., 1990). Los
efectos paralelos que hemos encontrado sobre el eje tiroideo de larvas de anuros tras el
tratamiento con hCRF y oCRF confirman esta similitud.
Estudios pioneros llevados a cabo por Denver (1988) demostraron que la hipófisis de
individuos adultos de R. pipiens libera TSR en respuesta al oCRE utilizando un bíoensayo
homólogo. Resultados similares se han descrito recientemente en R. esculenía (Jacobs y
Kfihn, 1992). También se ha observado una acción positiva del oCRF sobre los niveles
plasmáticos de T4 en adultos de R. ridibunda (Jacobs y Kiihn, 1989). Sin embargo, estos
mismos autores encontraron una falta de repuesta a inyecciones de oCRF en individuos
neoténicos de A. mexicanum (Jacobs y Kúhn, 1989). Estudios ultraestructurales llevados a
cabo en individuos adultos de R. pereS han revelado que las células tirotrópicas de la
hipófisis responden al oCRF con una estimulación de la síntesis y liberación de TSH iii vivo,
reflejado por el descenso del número y del volumen citoplasmático ocupado por los gránulos
de secreción y por la hipertrofia del RER y del complejo de Golgi (Malagón el al., 1991).
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Además, Denver y Licht (1989b) observaron que la hipófisis de larvas prometamórficas de
R. catesbelana responde al tratamiento con oCRF con un incremento en la secreción de TSH.
Nuestros datos complementan este último estudio, apoyando la hipótesis de que el CRE o un
péptido CRF-”like” desempeña un papel en la iniciación de los sucesos metamórficos, como
ya había sido sugerido (Denver y Licht, 1989b). De modo que el CRF actuaría como un
neurorregulador común de la actividad tiroidea e interrenal durante la metamorfosis, a través
de la estimulación de las células tirotrópicas y corticotrópicas de la hipófisis.
Nuestros resultados han sido confirmados recientemente por Denver (1993), el
tratamiento crónico tanto con oCRF como con sovagina, un péptido CRF-”like” de origen
anfibio, aceleró la metamorfosis en 1?. catesbeiana (familia ránidos) y S. hammondii (familia
pelobátidos). Además, el tratamiento agudo con estos dos péptidos indujo un incremento en
la concentración de 174 en S. hammondii (Denver, 1993).
Los mecanismos de acción del CRF son todavía desconocidos. El aumento en el
número de folículos (Tabla XV), así como el incremento de la concentración total de HT
observados tras el tratamiento con CRF en el presente estudio, sugieren que el CRF podría
estar actuando directamente a nivel hipofisario, en lugar de la TRH, con una actividad
liberadora de TSR durante la metamorfosis. Esto apoyaría la hipótesis de que las células
tirotrópicas de la hipófisis de anfibios son menos específicas en su control hipotalámico que
las de mamíferos.
También hemos observado que el tratamiento crónico con CRF estimula la
metamorfosis. Este efecto estaría probablemente mediado por el aumento en la concentración
de 1117. Sin embargo, no podemos descartar la posibilidad de que este efecto del CRE pueda
verse potenciado por un incremento simultáneo en la concentración de corticosteroides, ya
que se sabe que estas hormonas sinergizan con las HT (White y NicoIl, 1981; Gray y
Janssens, 1990) a través de un aumento de la unión nuclear de las mismas a nivel tisular
(Kikuyama eí aL, 1983; Suzuki y Kikuyama, 1983; Gray y Janssens, 1990) y probablemente
también a través de efectos sobre la tasa de recambio de las HT, así como sobre la actividad
desyodasa implicada en la transformación de T4 a 173 (Galton, 1990). Por otra parte, también
hemos encontrado un retraso paralelo del crecimiento larvario como resultado del tratamiento
crónico con CRF. Estudios previos indican que el CRF podría modular la liberación de PRL,
pero no su síntesis, en rata (Morel el al., 1989). Por tanto, es posible que el CRF, actuando
como un agente dopaminérgico, inhiba la liberación de PRL que ejerce acciones tanto
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procrecimiento como antimetaniórficas. Esto podría resultar en una mejora en la efectividad
de las lii’. Datos preliminares obtenidos en el laboratorio del Dr. Kikuyama parecen indicar
que el oCRF (l0~M) induce un descenso en la secreción de PRL hipofisaria de R.
catesbelana a las 3 y 6 horas de cultivo (Gancedo eí al., datos sin publicar), aunque en otros
expenmentos en los que el oCRF procedía de una fuente comercial diferente se observó un
cierto efecto estimulador a las 12 horas de cultivo.
Por otra parte, el CRF es uno de los neuropéptidos más importantes implicado en la
regulación de la ingesta (Glowa el al., 1992). En nuestro laboratorio hemos observado que
el CRE induce una reducción de la ingesta en larvas de R. pereS (Corpas eí aL, 1991) y en
Carassius auralus (De Pedro eí aL, 1993), como se ha observado también en vertebrados
homeotermos (Parrot, 1990; Glowa y Gold, 1991). Además, muy probablemente el efecto
del CRF se produce a nivel central, ya que sólo la administración intracerebroventricular,
pero no la intraperitoneal, modifica el patrón alimenticio en C. auralus (De Pedro eí al.,
1993). Asimismo, hemos observado que el CRF afecta al eje tiroideo de dos especies de
teleósteos, Tinca tinca y C. auratus (De Pedro eí aL, 1994a,b). Teniendo en cuenta que en
teleósteos la alimentación tiene una influencia importante sobre la actividad tiroidea (Eales,
1988), podría ocurrir que los efectos del CRF sobre la función tiroidea estuvieran mediados
por un descenso de la ingesta. Sin embargo, datos recientes parecen indicar que puede
tratarse de efectos independientes (De Pedro eí al., 1994b).
Aunque no se conoce el significado fisiológico de estos resultados, la hipótesis de que
un péptido CRF-”like” está implicado en el control de la función tiroidea durante la
metamorfosis de anfibios anuros resulta todavía más firme si se tiene en cuenta que la
activación del eje interrenal se produce antes del clímax (ver Dodd y Dodd, 1976). Además,
los niveles de corticosteroides aumentan a partir de la prometamorfosis en adelante (ver
Dent, 1988; Kikuyama el al., 1986), y se ha demostrado que son estimulados por la
secreción de ACTH inducida por CRE (Tonon et al., 1986; Gracia-Navarro, 1992). Aún
más, la inmunorreactividad CRF-”like” aumenta en la eminencia media de larvas de R.
catesbeiana en prometamorfosis y clímax (Can y Nonis, 1990). Por último, la posibilidad
de que el CRE tenga una importancia fisiológica en la regulación del eje tiroideo de larvas
de anfibios es todavía más evidente por el hecho de que el tratamiento con antisueros anti-
CRE produce un retraso del desarrollo metamórfico en R. catesbeiana (Denver, 1993).
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Es importante destacar, no sólo que la regulación hipotalámica de la secreción
hipofisarna muestra distintas especificidades entre los vertebrados, sino que además esta
especificidad puede variar dependiendo del momento del ciclo vital del animal. En este
sentido, la metamorfosis de anfibios representa un modelo idóneo para el estudio de las
posibles modificaciones asociadas al desarrollo.
La realización de experimentos con larvas hipofisectomizadas y la valoración de la
concentración de corticosteroides tras el tratamiento con CRF, así como la administración
de antagonistas proporcionarían una información muy valiosa para intentar aclarar el lugar
y mecanismos de acción del CRE
b> Interacciones pineal-tiroides-gónadas.
La melatonina se produce en la glándula pineal y la retina de la mayoría de los
vertebrados (Skene eí al., 1991). Baker (1969) y Baker y Hoff (1971) mediante
espectrofluorometría demostraron que los niveles de MEL cambian a lo largo del desarrollo
de X. laevis, y que además los ojos contenían el 75-90 % del contenido total de esta hormona
en las larvas. Estudios pioneros sobre la función de la MEL en anfibios indicaron que ésta
producía la agregación del pigmento en los melanóforos y parecía tener un efecto
antimetamórfico (Bagnara, 1963; Remy y Disclos, 1970). Recientemente, se ha observado
(Delgado eí al., comunicación personal) que la ceguera practicada en estados tempranos del
desarrollo en X. laevis induce el oscurecimiento total de las larvas y una aceleración del
crecimiento, confirmando la importancia de la MEL ocular en esta especie. En nuestro
laboratorio se ha relacionado a la MEL con los procesos de crecimiento y desarrollo
metamórfico en larvas de varias especies de anuros (D. piclus: Gutiérrez el al., 1984;
Delgado el al., 1984, Alonso-Bedate eí al., 1985; R. perezí: Delgado eí al., 1984; X. laevis:
Delgado eí al., 1987), siendo corroborado en estudios posteriores con X. laevis (Edwards y
Pivorun, 1991) y R. pipiens (Wright eí al., 1991). La respuesta a la MEL depende de las
especies, del ciclo luz/oscuridad, de la dosis de MEL utilizada y de la vía de administración
entre otros factores, aunque en general se ha observado un retraso en el crecimiento y
desarrollo metamórfico de anuros.
La enzima serotonina N-acetiltransferasa (NAT) es considerada como la enzima más
importante en la regulación de la ruta biosintética de la MEL, tanto en la pineal como en la
retina de todos los vertebrados estudiados hasta el momento (Zawilska y Nowak, 1992),
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observándose niveles de actividad Bajos durante el día y altos durante la noche, lo que
determina los ritmos diarios de producción de MEL (Binkley, 1981). Recientemente, y como
resultado de trabajos realizados en nuestro laboratorio, se ha descrito la ontogenia del ritmo
diario de la actividad NAT ocular en cuatro especies de anuros (Alonso-Gómez el al., 1994).
El primer ritmo significativo de NAT se observa al comienzo de la ingestión (25 G) en R.
perezi y se mantiene a lo largo del desarrollo con la acrofase en la primera mitad de la fase
oscura del fotociclo diario, aunque se produce una atenuación de la actividad enzimática a
lo largo de la ontogenia (Alonso-Gómez er al., 1994). Los niveles medios más elevados de
HT también se observan en la primera mitad de la fase oscura en el estado 26-27 0, de
manera que los perfiles son similares. Esta similitud, asumiendo que la MEL presenta un
patrón diario equivalente al de la NAT, sugiere que la MEL podría estar influyendo en los
cambios diarios de 1117 observados a partir de la premetamorfosis.
En los estudios llevados a cabo en la presente Memoria, para intentar aclarar el papel
de la MEL en relación a la función tiroidea en larvas, hemos encontrado que el tratamiento
agudo (12 h durante la fase oscura) con esta hormona incrementa la concentración de 174 en
larvas prometamórficas de R. perezi, sin afectar a la concentración de T~ y por tanto, con
el consiguiente descenso significativo de la relación T3/T4. Por otra parte, la eliminación de
una noche (tratamiento agudo 24L, que anularía la producción endógena de MEL; Pang er
al., 19853 disminuye significativamente la concentración tanto de T3 como de T4, efecto que
se compensa con la administración de MEL en el caso de la T3, y que incluso se
sobrecompensa en el caso de la T4. De modo que, a pesar de que la administración crónica
de MEL generalmente ha producido efectos depresores sobre el crecimiento y la
metamorfosis de anfibios anuros, la presencia de MEL nocturna parece ser necesaria para
el funcionamiento normal del eje tiroideo, probablemente actuando como señal mediadora
en la integración de la información fotoperiódica. es decir como indicador de la fase nocturna
que sería necesaria para la expresión de los ritmos diarios de actividad tiroidea. Incluso
podríamos pensar en un efecto estimulador de la MEL sobre la función tiroidea en larvas de
R. perezi, como se había sugerido previamente en individuos neoténicos de A. dgrinum
(Norris et al., 1981). El hecho de que el efecto de la MEL sobre la concentración de 174 sea
mucho mayor cuando se administra en ausencia de noche (24L) parece lógico debido a la
dosis farmacológica utilizada y a la reducción de la hormona endógena inducida por la luz
constante, no teniendo que competir por la unión a sus receptores. El grado de desarrollo
metamórfico de las larvas de R. pipiens fue máximo cuando se aplicaba un pulso de luz de
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una hora de duración antes de administrar 174 al inicio de la fase oscura (Wright eí al.,
1988b). Teniendo en cuenta nuestros resultados podría ocurrir que el pulso de luz redujera
los niveles endógenos de HT de forma que el efecto de la hormona exógena se viera
favorecido. Por otra parte, se ha observado que el tratamiento agudo con luz constante hace
desaparecer el ritmo de TSR en rata (Murakami el aL, 1988).
Otra posibilidad a tener en cuenta, ya sugerida por otros autores (Wright a al.,
1990b) y apoyada por nuestros datos, es que la MEL esté implicada como mediador de los
efectos del ciclo luz/oscuridad sobre las HT, como hemos propuesto anteriormente, o incluso
sobre otras hormonas que interaccionan con la 174 durante la metamorfosis (corticosteroides,
PRL). En este sentido, datos recientes indican un efecto estimulador de la MEL sobre la
liberación de PRL en humanos (Terzolo eí al., 1991, 1993), aunque un efecto opuesto ha
sido descrito en oveja (Malpaux eí al., 1993). Experimentos preliminares llevados a cabo en
el laboratorio del Dr. Kikuyama sugieren que la MEL podría estar afectando a la secreción
En yErro de hormonas hipofisarias en R. caresbetana, ya que se observó que la MEL (IIVM)
tendía a reducir los niveles de PRL a las 24 horas de cultivo, mientras que inducía un
descenso de los niveles de GH a las 6, 12 y 24 horas de cultivo (Gancedo eí aL, datos sin
publicar).
Es importante destacar que, en el presente trabajo, también observamos un aumento
en la concentración de 173 tras la administración aguda de 174 durante la fase oscura del
fotociclo que no se vio afectado por el tratamiento conjunto con MEL. Sin embargo, cuando
se privó de la noche a las larvas la concentración de T3 fue significativamente menor en el
grupo tratado únicamente con 174, tanto respecto a su grupo control (12L: 12D, 14) como
respecto a su homólogo tratado adicionalmente con MEL (24L, 174+MEL). Estos resultados
sugieren que la ausencia de noche (descenso de MEL) podría estar afectando no sólo a la
producción de HT, como indicaban los resultados anteriores, sino también a la desyodación
periférica. En este sentido, se ha descrito en la rata la desaparición del ritmo diario de la
actividad 5’D tipo II en la hipófisis, pero no en la pineal, tras el tratamiento agudo con luz
constante (Murakami eÉ al., 1988). Sin embargo, no se puede descartar un aumento en la
degradación de Hl como explicación global, ya que en hamsters tratados con T4+MEL se
observan niveles plasmáticos de 14 inferiores a los encontrados en los animales tratados
únicamente con 174 (Creighton y Rudeen, 1989). De hecho, aunque la proporción 13/174 tiende
a disminuir en el grupo de 24L, la reducción no es estadísticamente significativa respecto al
control. Sin embargo, el tratamiento con MEL produce un descenso de esta relación cuando
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se administra durante la fase oscura del fotociclo diario (12L: 12D), disminución que es
mucho más acusada en el caso del grupo 24L, luego, probablemente, la MEL está afectando
a la secreción ylo metabolismo de las 1117.
En adultos de R. perezí se ha observado que la MEL ocular contribuye de una manera
importante a los niveles circulantes de esta hormona (Delgado y Vivien-Roels, 1989). Por
otra parte, recientemente se han descrito los cambios estacionales de las variaciones diarias
de MEL en la retina de R. perezi, mostrando valores nocturnos elevados con un máximo al
principio de la fase oscura y valores diurnos muy bajos en todas las estaciones (Delgado el
al., 1993). En este estudio, las oscilaciones diarias máximas en la producción de MEL se
detectaron en verano, mientras que la titmicidad circadiana desaparecía en invierno. En el
presente estudio los niveles plasmáticos de T3 durante la noche son inferiores a los valores
diurnos en todas las estaciones del año, a excepción del invierno cuando la ciclicidad fue
nula. Además, en primavera los contenidos tiroideos de 173 (libre y unida) son elevados,
mientras que los niveles plasmáticos de T3 disminuyen, coincidiendo con el aumento en la
producción de MEL, estos paralelismos podrían apuntar hacia una influencia inhibidora de
la MEL sobre la función tiroidea, y más concretamente sobre la liberación y secreción de HT
en R. perezí. Aunque la acrofase de la producción de MEL se conservó a lo largo de las
diferentes estaciones, la duración de la elevación nocturna fue máxima en otoño (Delgado ez
al., 1993), lo que también podría estar relacionado con el cambio de fase observado en la
fracción unida de HT en el tiroides durante esta estación. Por el contrario, se ha descrito la
coexistencia de niveles altos de MEL y 174 en plasma al principio de la fotofase en individuos
neoténicos de A. flgrinum en primavera (Norris el al., 1981). En nuestro estudio no se han
observado cambios diarios en el contenido tiroideo de HT en verano, cuando la producción
nocturna de MEL es máxima (Delgado et al., 1993), lo que parecería discordante con la
hipótesis de un efecto antitirotrópico de la MEL (véase Vriend, 1983a,b). Sin embargo,
existe la posibilidad de que los cambios diarios en la actividad tiroidea puedan ser diferentes
dependiendo del sexo, ya que en esta época del año sólo se utilizaron machos, lo que nos
impulsó a realizar un estudio de la actividad tiroidea de machos y hembras de R. perezi por
separado a lo largo del ciclo estacional, y que como hemos visto en el apartado de Resultados
y discutido previamente, reveló la existencia de diferencias sexuales.
Por otra parte, la pinealectomía y la ceguera (Px+Cx) de hembras de R. perezi de
verano no modificó los niveles plasmáticos de 1-IT en ninguno de los dos momentos del
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fotociclo diario evaluados, a diferencia de los resultados obtenidos en la rata (Kniazewski el
al., 1990). Sin embargo, sí encontramos una reducción significativa del contenido tiroideo
de BT4 en el grupo de Px+Cx durante la noche, lo que podría estar indicando un descenso
en la síntesis de Hl. En este sentido, datos previos indican un descenso, dependiente del
ciclo gonadal, en la captación tiroidea de yodo tras pinealectomía en el pez gato (Agha y Joy,
1987). En el presente estudio también observamos un descenso significativo de la relación
F173/F174 en este mismo grupo experimental (Px+Cx) durante el día. Del análisis de estos
resultados parece deducirse que en verano la Px+Cx, y por tanto el supuesto descenso de
los niveles endógenos de MEL, tiende a inhibir la actividad tiroidea durante la noche,
momento en el que la MEL muestra los niveles máximos en situaciones normales, mientras
que durante el día se observaría la tendencia opuesta como consecuencia de un efecto rebote
(de hecho existe una interacción entre el tratamiento quirúrgico y el momento del fotociclo
diario). Por tanto, parece que, al igual que ocurría en larvas, la MEL nocturna sería
necesaria para la expresión de los cambios diarios normales de la actividad tiroidea y la
eliminación de esta señal integradora provoca cambios en la ritmicidad. En este sentido, la
pinealectomía en animales poiquilotermos provoca cambios en la ritmicidad (Underwwod,
1990).
Sin embargo, no podemos descartar que, como proponíamos antes, la MEL posea una
actividad antitirotrópica en otras estaciones del año, y dependiendo del estado gonadal de los
animales. Tanto la pinealectomía como la ceguera retrasan la regresión gonadal en hembras
de R. perezi mantenidas a temperatura alta en otoño, situación que reproduciría lo que ocurre
en verano (Alonso-Gómez er al., 1990). Nosotros hemos observado también un incremento
significativo del índice gonadosomático en el grupo Px+Cx. Asimismo, tanto la
pinealectomia corno la ceguera, inducen un incremento de los niveles plasmáticos de E~
durante la noche en R. perezí (Alonso-Gómez eí al., 1990), habiéndose descrito un efecto
depresor de la MEL sobre los niveles plasmáticos de E2 en hamster (Vriend a al., 1987).
El aumento de los índcies hepatosomático y de cuerpos grasos tras la pinealectomía
y la ceguera observado en el presente estudio respecto al control, indicaría un retraso en la
utilización de las reservas energéticas, concordando con datos obtenidos previamente en
hembras de R. perezí (Alonso-Gómez eí al., 1990), y apoyando una participación de la MEL
en el metabolismo energético.
En definitiva, la pineal y los ojos, a través de la MEL, no se pueden definir como
inhibidores o activadores en relación a actividades fisiológicas tales como la tiroidea y la
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gonadal, sino más bien como intermediarios entre el ambiente y el animal, como ha sido
previamente sugerido (Reiter, 1991a).
Volviendo a la relación del eje tiroideo con otros ejes neuroendocrinos en larvas de
anfibios, como sabemos, las HT son las principales responsables de la metamorfosis de
anfibios, aunque otras hormonas, fundamentalemente la PRL y los corticosteroides,
interaccionan con las 1117 y son importantes también en la determinación de los procesos
metamórficos. Los esteroides gonadales también parecen estar implicados en estos sucesos,
sin embargo la bibliografía disponible al respecto no es muy abundante, a la par que bastante
antigua, y los resultados obtenidos son inconsistentes, de manera que se han descrito tanto
efectos estimuladores como inhibidores de diversos esteroides gonadales sobre la
metamorfosis inducida por 174 o por ISH (véase Gray y Janssens, 1990 y citas incluidas).
Nuestros estudios realizados en larvas prometamórficas de R. perezi indican que el
tratamiento agudo, tanto con E-2 como con testosterona, produce una reducción significativa
de la concentración de 14 sin afectar a la concentración de 173, con el consiguiente incremento
de la relación 173/14. Estos resultados concuerdan con trabajos previos en los que se observó
que el tratamiento con testosterona y E2 aumentaba la duración del período larvario en R.
p¡piens (Richards y Nace, 1978) e inhibía el crecimiento y el desarrollo a 270C en Bufo
boreos (Hayes et al., 1993). Recientemente se ha descrito una acción inhibidora tanto de
testosterona como de W sobre la metamorfosis inducida por 13 en X. laevis ¡a vivo, pero no
in vitro (Gray y .lanssens, 1990), sugiriendo que la acción de estos esteroides no se lleva a
cabo a nivel tisular, sino que podrían estar actuando sobre el eje tiroideo, como nuestros
resultados parecen indicar, aunque un incremento en la degradación de 14 no se puede
descartar. Estudios realizados en otros vertebrados poiquilotermos apoyarían la hipótesis de
una acción de los esteroides gonadales en algunos eslabones del eje hipotálamo-hipófisis-
tiroides (Olivereau a al., 1981; Leatherland, 1985; Ikuta eí al., 1987), habiéndose descrito
incluso la existencia de una acción directa del E
2 sobre la secreción tiroidea de 174
(Bandyopadhyay ci al., 1991).
Por otra parte, también existe la posibilidad de que no sea un efecto directo del E,
sino que esta hormona esté afectando a otros sistemas endocrinos que actuarían como
intermediarios. En este sentido, se han descrito receptores de E2 en la glándula pineal y la
reúna de Oncorhynchus mykiss, habiéndose observado que este esteroide sexual es capaz de
modular la secreción de MEL en células pineales ¡a virro (Begay ci’ al.. 1994). Dosis
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fisiológicas de 112 (nM) inhiben en este teleósteo la secreción de MEL tras el tratamiento
agudo (12 horas durante la fase oscura), mientras que dicho efecto es revertido a dosis
superiores (MM) y llegando a producir el efecto contrario (estimulador) en el rango mM
(Begay et al., 1994). Los niveles plasmáticos de esteroides gonadales no se han determinado
todavía durante la metamorfosis de anfibios, pero nosotros hemos observado en otros
expenmentos presentados en esta Memoria (Resultados, 6.1 .2.c), que la concentración total
de E en larvas prometamórficas es del orden de nM. La dosis de E2 utilizada en el
tratamiento agudo de larvas prometamórficas de R. perezi estaba en el rango pM, muy
superior a la fisiológica, sin embargo debemos considerar la vía de administración que, en
nuestro caso, fue por inmersión de los animales en la solución de esteroides, de manera que,
a pesar de la alta permeabilidad de la piel de los anfibios, muy probablemente los niveles
alcanzados en circulación y en los tejidos sean mucho menores. En este sentido,
recientemente se ha demostrado que los esteroides sexuales administrados por inmersión no
se acumulan en las larvas de anuros sino que son metabolizados (Hayes y Licht, 1993).
Como hemos visto, el tratamiento agudo con MEL produce un incremento de la
concentración de 174. Por tanto, de la consideración conjunta de los resultados obtenidos en
los distintos estudios realizados, surge la posibilidad de que el efecto del W sobre la actividad
tiroidea, observado en larvas de R. perezi, pueda estar mediado por un descenso en los
niveles de MEL. En otras palabras, la pineal y la retina, a través de la MEL, podrían estar
integrando información, no sólo procedente del medio ambiente (fotoperíodo y/o
temperatura), sino también procedente de los mensajeros químicos internos.
La diferenciación de las gónadas en anfibios se realiza durante el período larvario que
tiene lugar tras la eclosión, siendo posible la reversión de sexo durante un cierto período
crítico mediante la administración exógena de esteroides sexuales (véase Adkins-Regan, 1987;
Villalpando y Merchant-Larios, 1990), probablemente debido a alteraciones de la ruta
esteroidogénica (Hsu ci al., 1988; Yu e: al., 1993). Se han realizado bastantes estudios en
larvas de R. calesbejana que han puesto de manifiesto que el ovario de las larvas es capaz
de sintetizar W desde el estado X 17K (Hsu ci al., 1985a,b), independientemente de la
hipófisis (Hsu e: al., 1989). Aunque tradicionalmente se tenía la creencia de que el tiroides
no desempeña un papel importante en la gametogénesis durante la metamorfosis (Dodd y
Dodd, 1976), existen datos a favor de esta relación y parecen indicar una influencia negativa
del tiroides. Así, la tiroidectomia quirúrgica induce un aumento del tamaño de los ovocitos
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en R. pipiens (véase Dodd y Dodd, 1976) y la tiroidectomía química acelera la
espermatogénesis en Hynobius reíardaíus (Wakahara, 1994). Sin embargo, recientemente se
ha descrito un efecto estimulador de la T3 sobre la diferenciación gonadal en larvas de Bufo
arenarum (Rengel y Pisano, 1990). Nuestros resultados indican que el tratamiento agudo con
173, pero no con 14, aumenta significativamente la concentración de E,, pero no de
testosterona, si bien existe una correlación positiva entre E, y testosterona, como era de
esperar. Estos datos concuerdan con la observación de un incremento progresivo en la
síntesis y secreción de E, in viíro desde el estado X al estado XXV 17K en R. caíesbeiana
(Hsu eí al., 1985b, 1989), de manera que según aumenta la concentración de 173 aumentaría
la de ~, sugiriendo, en contra de lo que se creía, que el tiroides afecta (positivamente) al
desarrollo gonadal durante la metamorfosis de anfibios y reforzando una vez más el papel
predominante de la 13 frente a la T4, y por tanto la importancia de la desyodación periférica,
en la determinación de los sucesos metamórficos.
Por otra parte, el tratamiento con MEL también produjo un incremento en la
concentración de E,. La MEL está implicada, entre otras funciones, en el control del
desarrollo, crecimiento y maduración sexual (Collin a aL, 1988; Reiter, 1991b; Zachmann
ci al., 1992), atribuyéndosele en general acciones inhibidoras. Sin embargo, también se han
descrito en muchas ocasiones efectos estimuladores sobre cada uno de estos procesos (Vriend
ci al., 1990; Reiter, 199 lc; Schlatt ci al., 1993). Los resultados obtenidos en esta Memoria
parecen indicar que la MEL podría tener un efecto activador, tanto sobre el eje gonadal como
sobre el eje tiroideo, durante la metamorfosis de R. perezi. Teniendo en cuenta que la T3
provoca un aumento de la concentración de E, en las larvas, podríamos pensar que esta
acción de la MEL sobre los esteroides gonadales estuviera mediada por las Hl. No obstante,
debemos recordar que la MEL sólo produce un incremento significativo de la concentración
de 174 y que, sin embargo, no se observa un efecto positivo de la T4 sobre la producción de
E,. Por el contrario, cabe la posibilidad de que la relación sea a la inversa, es decir que la
acción de la 13 se produzca a través de un incremento de los niveles de MEL, puesto que se
ha descrito una acción estimuladora de las HT sobre la producción de MEL in virro
(referencias en Tanaka el al., 1987). Por último, debemos considerar que, como hemos
citado previamente, la MEL inhibe el crecimiento durante la ontogenia de los anfibios
anuros, pudiendo estar afectando a la secreción hipofisaria de hormonas tales como la PRL
o la Gil, que a su vez influirían, directa y/o indirectamente, sobre el desarrollo en general,
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incluyendo el de las gónadas. Para intentar desvelar estas incógnitas sería interesante valorar
MEL en larvas tratadas con 1117, así como determinar la concentración de PRL tras el
tratamiento con MEL.
Con el objeto de profundizar en las posibles interacciones de los ejes tiroideo y
gonadal en individuos adultos de R. perezí, llevamos a cabo diversos experimentos
(Materiales y Métodos, 2.8.4.2.b) cuyos resultados discutiremos a continuación.
La ovariectomía (Ovx), como era de esperar, indujo un descenso significativo de los
niveles de E, tanto a los 7 como a los 30 días en R. perezi, así como una tendencia a la
reducción de los índices de cuerpos grasos y oviductosomático probablemente asociados al
descenso del E,. Ahora bien, lo más interesante resultó ser el descenso paralelo de los niveles
plasmáticos de 13 y T4 que fue significativo a los 7 días de la ovariectomía (Ovx7).
Resultados similares se han descrito en hembras de R. ridibunda a los 11 días de la
extirpación gonadal, si bien en este caso sólo se observó un descenso de los niveles de 174,
pero no de 173 ni de la actividad 5’D renal (Kúhn ci al., 1990). En R. perezi tampoco parece
que la desyodación periférica se vea afectada significativamente, aun a pesar de que la
relación 173/174 presenta valores medios superiores en el grupo Ovx7 con respecto a los
animales control. En cuanto a los contenidos tiroideos de HT, observamos un incremento en
los contenidos medios de Hl tanto libres como unidas a los 7 días de la ovariectomía,
aunque sólo fue estadísticamente significativo en el caso de las fracciones unidas, de manera
que el tiroides presentaría un cierto estado de hiperactividad en relación a los controles. Esta
respuesta podría justificarse en base a un incremento en la secreción de TSH como
consecuencia de una cierta liberación del “feed-back” negativo que las HT ejercen sobre la
hipófisis (Jacobs y Kúhn, 1992). Sin embargo, la gonadectomia en machos de R. ridibunda
no parece afectar a la actividad tiroidea (Kúhn ci’ al., 1990). El hecho de que a los 30 días
de la ovariectomía no se observen diferencias significativas, con la excepción de los niveles
plasmáticos de 14~ podría deberse a que el estado de desarrollo y endocrino, tanto gonadal
como tiroideo, de los animales fuera diferente pudiendo afectar a las posibles interrelaciones
de estos dos ejes, ya que los niveles de E, fueron mucho más elevados en el Control30 que
en el Control7. Por otra parte, debemos considerar que, a los 30 días de la ovariectomía las
alteraciones endocrinas y metabólicas, como consecuencia del descenso prolongado del E,,
pueden ser múltiples conduciendo a una situación de compensación que podría enmascarar
los efectos observados a los 7 días.
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Algunos datos parecen indicar un efecto directo de los estrógenos sobre la secreción
tiroidea en peces (Bandyopadhyay el al., 1991), habiéndose descrito la existencia de R de
estrógenos en el tiroides de humanos (Hiasa et al., 1991). Por el contrario, nuestros
resultados de los experimentos in vitro indican que los estrógenos actuarían a nivel central
en anfibios, ya que el E, no modificó la secreción de 1117 in vitro; tampoco podemos
descartar un efecto periférico afectando al metabolismo de HT. Puesto que se ha demostrado
que la GnRH en anfibios adultos estimula el eje tiroideo (Denver, 1988; Jacobs y Kúhn,
1988, 1992), una posibilidad bastante atractiva sería que el E, actuase a nivel hipotálamico
y/o hipofisario modificando la producción de GnRH o modulando los receptores de GnRH
hipofisarios, respectivamente, como se ha sugerido con anterioridad en mamíferos (Wang el
aL, 1987).
Para completar el cuadro de análisis de las interacciones entre los ejes tiroideo y
gonadal en individuos adultos de R. perezí, a continuación pasaremos a discutir la posibilidad
de un control en el sentido contrario, es decir la influencia de la actividad tiroidea sobre la
función gonadal.
Los inhibidores tiroideos (IOP+PTU) incrementan la 174 plasmática en hembras de
R. perczi. Este efecto se explicaría en base a la inhibición de la 5’D periférica tipo II ejercida
por el IOP (Guerrero ce al., 1990; Redjem el al., 1990), reflejándose en una reducción de
la proporción 173/T4 plasmática. Por otra parte, el PTU inhibe tanto la yodación de la Tg
catalizada por la peroxidasa tiroidea como a la 5’D tipo 1 (Taurog ci al., 1989; Kúhn ce al.,
1993b). En nuestro caso, la utilización conjunta de estos dos inhibidores de la actividad
tiroidea, tenía como objetivo suprimir la producción de HT tanto en el tiroiddes como en
circulación (T3). Sin embargo, con este tratamiento no se consiguió un descenso de los
niveles plasmáticos de T3~ resultado que podríajustificarse en base a varias posibilidades. Por
un lado, debido a una hipersecreción de TSH como consecuencia de la inhibición de la 5’D
en la hipófisis y a la inhibición de la 5D periférica que degrada la 173, como se ha sugerido
en otros vertebrados (Redjem el al., 1990). El tratamiento con tiourea, otro compuesto
antitiroideo, induce hipertrofia y desgranulación de las células tirotrópicas hipofisarias, que
también reflejarían una hipersecreción de ISH, en B. nielanosricius (Masood-Hussain y
Saidapur, 1982) y Rana cyanophlychis (Saidapur y Masood-Hussain, 1986). Resultados
similares a los presentados en esta Memoria se han observado en hembras de R. lemporaria
tras inyección con IOP durante 4 días, encontrándose un incremento de los niveles
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plasmáticos de T4 y un descenso de la actividad 5’D renal (Kúhn el al., 1990).
Por otro lado, la falta de efectividad del tratamiento (IOP+PTU), en cuanto a la
consecución de un descenso de los niveles plasmáticos de T3, podría deberse a una corta
duración del tratamiento y/o a una interacción de estos dos compuestos, ya que mientras que
el IOP tiende a aumentar los niveles de 174 en plasma, el tratamiento con PTU presenta la
tendencia opuesta (véase Holbeck et al., 1993). En cuanto a los efectos de este tratamiento
sobre el contenido tiroideo de HT, no observamos diferencias respecto a los controles en
ningún caso, si bien los contenidos medios de HT libres fueron superiores en el grupo tratado
con IOP+PTU. De manera que, mientras que el tratamiento con IOP parece haber provocado
los resultados esperados, el PTU puede no haber ejercido ningún efecto. Sin embargo, el
hecho de que la fracción libre de HT tienda a ser mayor que en los controles, mientras que
las fracciones unidas no difieren, parecería indicar que el procesamiento de la Tg posterior
a la yodación estaría estimulado en cierta medida debido a la ya mencionada hipersecreción
de 1511, pero no se produciría un incremento en la cantidad de Hl unidas debido al
hipotético bloqueo de la yodación provocado por el PTU. Por otra parte, recientemente se
ha comprobado que el PTU presenta acciones diversas sobre otros procesos fisiológicos
(Hicks eí al., 1992; Kai ci al., 1993; Elias el al., 1993) e incluso induce un incremento en
la expresión del gen de la Tg (Leer cf al., 1991).
En nuestro estudio no se observaron cambios significativos en los niveles plasmáticos
de E, en el grupo IOP±PTUcon respecto al control, aunque los niveles medios fueron
superiores en el mencionado grupo experimental. En hembras de R. temporaria el tratamiento
con IOP indujo un descenso de los niveles de E, en plasma. Sin embargo, la implantación
de cápsulas silásticas que contenían IOP en machos y hembras de R. ridibunda provocó un
incremento de los niveles plasmáticos de 14 y una reducción de la 5’D a los 7 días similar
a la observada en R. temporaria y R. perezi, pero ni afectó a los niveles plasmáticos ni a los
gonadales de los correspondientes esteroides, testosterona o E2 (Kúhn et al., 1990). Además
el tratamiento de machos de R. ridibunda con otro compuesto antitiroideo muy utilizado en
mamíferos, el metimazol, tampoco afectó a los niveles de testosterona en plasma, mientras
que indujo una depresión de los niveles plasmáticos de 174 y de la actividad 5’D renal (KQhn
a al., 1990). En machos de R. perezí tampoco se ha observado ningún efecto del tiouracilo
sobre los niveles de testosterona en plasma o el índice gonadosomático, asimismo tampoco
se vio afectada la respuesta a la gonadotropina coriónica humana (Domínguez ci aL, 1991).
La administración de 173 exógena en hembras de R. pcrczi que habían sido tratadas
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con IOP+PTU revierte los efectos observados sobre los niveles de 174 plasmática,
probablemente debido al “feed-back” negativo ejercido por la T3, y lógicamente incrementó
los niveles plasmáticos de 173 con el consiguiente aumento de la relación T3/T4. Sin embargo,
tampoco observamos un efecto significativo de este tratamiento sobre los niveles de E, en
plasma, aunque los niveles medios descienden con respecto al grupo tratado únicamente con
IOP+PTU. El perfil de los cambios plasmáticos de E, es muy similar al de 174, lo que podría
sugerir un posible efecto de 174, y no de T3, sobre la actividad gonadal en adultos, en
contraste con lo observado en las larvas de R. perezí. Sin embargo, no existe correlación
entre los niveles plasmáticos de 174 y de E2, con lo que queda descartada esta posibilidad.
El contenido tiroideo de HT libres, así como su relación, muestra un marcado
paralelismo con lo observado en plasma, lo que parece indicar que efectivamente la fracción
libre representa la hormona que está preparada para ser liberada al torrente circulatorio,
teniendo en cuenta que además la desyodación periférica está inhibida en los grupos
experimentales. De hecho existe una correlación positiva entre la 173 plasmática y la libre.
Por otra parte, en el grupo tratado con IOP+PTU+T3 se aprecia un incremento significativo
del contenido tiroideo de Hl unidas a Tg tanto respecto al control como al tratado
únicamente con IOP+PTU.
Estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio parecen indicar una falta de efecto de
las 1117 sobre la actividad gonadal en machos de R. perezi, ya que la administración de 173
y 174 tampoco afecté a los niveles de testosterona en plasma ni al índice gonadosomático
(Domínguez el aL, 1991).
De lo anteriormente expuesto podría deducirse que la actividad tiroidea no tiene
ninguna influencia sobre el eje gonadal en hembras de R. perezi. Sin embargo, puede ocurrir
que el estado gonadal de los animales fuera refractario al posible efecto de las HT sobre la
esteroidogénesis debido a la época del año en que se realizaron los experimentos (Julio), ya
que tras la puesta se inicia la regresión ovárica en R. pcrczi (Delgado cl al., 1990) y el
índice gonadosomático presentó valores mínimos en todos los grupos. Sin embargo, sí
observamos un aumento del indice oviductosomático, así como un descenso del índice de
cuerpos grasos, en los animales tratados con IOP+PTU que recuperan valores similares a
los controles tras la administración de T3. El desarrollo del oviducto es dependiente de
estrógenos (Alonso-Bedate el al., 1976), luego, a pesar de que los niveles medios de E, más
elevados de este grupo no diferían estadísticamente de los controles, sí fueron suficientes para
inducir un incremento del peso del oviducto y parece claro que las Hl están implicadas en
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este proceso puesto que la administración conjunta de 173 revertía la situación. En cuanto a
los cambios observados en los cuerpos grasos, podrían ser más bien la consecuencia de
alteraciones metabólicas que podrían estar relacionadas con el aumento de la 174 plasmática,
ya que se ha demostrado la participación de las 1117 en la movilización de las grasas (Kar y
Chandola-Saldani, 1985) y además se ha observado que la 174 moviliza el colesterol ovárico
en respuesta a las gonadotropinas (Sen y Bhattacharya, 1981).
Estudios previos realizados en rata sugieren que la 174 parece ej ercer un efecto
antagónico al del E, sobre la liberación de la LH hipofisaria y de la GnRH hipotalámica
(Wang ci al., 1987). Nuestros resultados in vitro indican que las HT en R. perezi pueden
afectar de forma directa a nivel ovárico. Así, observamos que la 173 induce un descenso
significativo de la producción de E2 a las 6, 9 y 12 horas de cultivo, así como un descenso
de la producción de testosterona a las 9 horas, lo que podría indicar un efecto inhibidor sobre
la esteroidogénesis en un paso anterior a la formación de testosterona. En este sentido, se han
descrito posibles receptores de HT en el ovario de al menos una especie de teledsteo
(Chakraborti a aL, 1986). Nuestros resultados in vitro apoyarían lo observado in vivo, ya
que, aunque los niveles de 13 plasmática no disminuyeron significativamente en el grupo
IOP+PTU, es posible que se produjera un descenso de los niveles intracelulares de 173, de
forma que la inhibición de la producción de E, se atenúe observándose el incremento en los
niveles de E, en plasma cuya modestia sería debida al estado refractario gonadal citado
anteriormente. Por otra parte, se aprecia un incremento significativo en la producción de
progesterona a las 3 horas de cultivo. La progesterona induce in vitro la maduración ovárica
en R. perezi (Alonso-Balate ci’ al., 1974; Gancedo, 1988). La 13 ha sido implicada en la
maduración ovárica en peces, observándose una acción potenciadora del efecto estimulador
de las gonadotropinas sobre la maduración ovárica in vutro (Sullivan ei’ al., 1989) aunque no
actúa en ausencia de gonadotropinas ni afecta a los niveles plasmáticos de E, cuando se
inyecta en hembras de S. gairdneri en el momento de la puesta. Sin embargo, en esta misma
especie se ha descrito un efecto potenciador de la 173 sobre la producción de E, estimulada
por gonadotropinas (Cyr y Eales, 1988), si bien cuando los niveles de T~ exceden los
fisiológicos su acción sobre la función ovárica se toma inhibidora.
En conclusión, el desplazamiento que se observa de los perfiles estacionales de
actividad gonadal y tiroidea parece que podría explicarse parcialmente en base a las
interacciones de estos dos ejes neuroendocrinos, de manera que durante los estados finales
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del desarrollo ovárico los niveles relativamente altos de 13 estimularían la maduración
ovocítica y cuando la 173 alcanza valores máximos (Julio) podría participar en el descenso de
los niveles de E, que a su vez favorecerían el posterior descenso de los niveles plasmáticos
de Hl.
4. REGULACIÓN AMBIENTAL DE LA ACTIVIDAD TIROIDEA.
a) Papel del fotoperiodo.
Dada la importancia que el fotoperiodo parece tener en el control del crecimiento y
metamorfosis de anfibios anuros, nos planteamos estudiar el efecto de condiciones extremas
de iluminación (oscuridad y luz constantes) sobre la concentración de Hl. Nuestros
resultados indican una falta de efecto tanto de 24L como de 24D sobre la concentración de
HT tras seis días de aclimatación, aunque se aprecía un incremento significativo de la
proporción 13/174 en el grupo 24L tanto al mediodía como a la medianoche. Luego,
posiblemente se esté produciendo un ligero incremento de la desyodación periférica y/o
cambios en la secreción relativa de Hl. Esta posibilidad justificaría la aceleración de la
metamorfosis inducida por los fotoperíodos largos en R. perezi (Delgado cf al., 1984) y R.
pipiens (Wright ci al., 1988b). También en larvas de R. catesbelana mantenidas en
fotoperíodos largos se ha observado un desarrollo más rápido en Septiembre, aunque al
principio del verano la situación fue al contrario, indicando que la influencia del fotoperíodo
sobre el desarrollo metamórfico varía estacionalmente (Crawshaw ci’ al., 1992). Por otra
parte, observamos un incremento significativo de la proporción T3/T4 en el grupo 24D al
mediodía. En este mismo sentido, también se ha observado un efecto estimulador de 24D y
fotoperiodos cortos sobre el desarrollo en otras especies de anuros (D. picnts: Delgado cl al.,
1984; Gutiérrez et aL, 1984; X. laevis: Delgado ci al. 1987; Edwards y Pivorun, 1991).
Recientemente se ha sugerido que el grado de desarrollo no vendría determinado por la
longitud del ciclo luz/oscuridad, ni por la de la fotofase o escotofase, sino más bien por la
coincidencia de la fase luminosa con la fase sensible de un presunto ritmo endógeno (Wright
cf al., 1990b).
El efecto del tratamiento 24L sobre la concentración de Hl en larvas de R. perezi es
diferente dependiendo de si se trata de un tratamiento agudo (24 h) o de una aclimatación
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(crónico). Los datos disponibles no nos permiten dar una explicación simple a este hecho.
Por otra parte, los tratamientos crónicos (una semana) con 24L y 24D provocan cambios muy
parecidos. Debemos tener en cuenta que toda aclimatación, considerada en sentido estricto,
provocaría un cambio fisiológico que tendería a restaurar las condiciones originales del
organismo y por tanto, tiene que ser compensatoria aunque no se requiera que la
compensación sea completa (Hochachka y Somero, 1984; Rome ci’ al., 1992). En este
contexto, es posible que las condiciones extremas de iluminación a largo plazo realmente
conduzcan a ligeros cambios en la 5’D (aumento de la relación 173/174) que tendrían como
finalidad el restablecimiento de la situación preaclimatación, por lo que no se observarían
cambios significativos en las concentraciones de 1117 con respecto a los controles.
Nuestros resultados en cuanto a la influencia de la luz sobre el eje tiroideo de
individuos adultos de R. perezi parecen indicar que la ausencia de fotoperiodo, es decir las
condiciones extremas de iluminación (24L y 24D), no afecta de forma significativa al patrón
diario de H17 plasmáticas. Tampoco se modifica significativamente el perfil tiroideo diario
de la fracción unida de HT. Sin embargo, se observan ciertos cambios día/noche en el
contenido tiroideo de HT libres y/o su relación, sugiriendo una posible participación de la
luz en la liberación de HT. Por otra parte, en el estudio de la potencia de los efectos
principales que influyen sobre los distintos parámetros tiroideos analizados en los
experimentos de aclimatación térmica, se observaba que únicamente los niveles de 173
plasmática eran afectados directamente por el momento del fotociclo diario en el que los
animales eran sacrificados, lo que podría estar indicando la existencia de cambios diarios en
la actividad 5’D, ya que la mayor parte de la 13 plasmática procede de la monodesyodación
periférica. En mamíferos roedores se han descrito ritmos diarios de la actividad 5’D tipo 11
con valores nocturnos superiores en la glándula pineal (Tanaka cl al., 1987; Jiménez ci al.,
1993), la hipófisis (Murakami cf al., 1988) y la glándula de Harder (Guerrero el al., 1989).
Estudios previos han sugerido un papel del fotoperiodo en la regulación del eje
tiroideo de anfibios adultos, de modo que los fotoperiodos cortos, así como la oscuridad
constante, inducían un incremento de la 174 plasmática en R. ridibunda, habiéndose observado
incluso un efecto estimulador de la baja intensidad lumínica en individuos mantenidos bajo
fotoperíodos cortos y a 4’C en Diciembre (Kúhn ci al.,1990), desapareciendo dicho efecto
bajo fotoperíodos largos. Como hemos comentado anteriormente, nuestros resultados parecen
indicar que el fotoperiodo podría estar afectando a la liberación de 1117, en consonancia con
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lo sugerido por Kúhn y colaboradores (1990), y/o a la desyodación periférica. Sin embargo,
los experimentos realizados en la presente memoria para intentar aclarar el papel que
desempeñan los factores ambientales en la regulación del eje tiroideo de R. pcrezi parecen
indicar que la temperatura tiene una influencia más importante, al menos en las condiciones
experimentales utilizadas en nuestro estudio.
b) Papel de la temperatura.
La temperatura desempeña un papel importante en el control de muchos aspectos de
la función endocrina en animales poiquilotermos. Nuestros resultados indican que el
tratamiento térmico agudo (24 h) de larvas prometamórficas de R. perczi con temperatura
baja (5-lOT) induce un descenso significativo en la concentración de 14 al mediodía. Estos
datos concuerdan con trabajos previos en los que se observó que las temperaturas bajas
frenan la metamorfosis y producen una depresión en la secreción de 14 en anfibios (véase
Hourdry y Beaumont, 1985). Por otra parte, la temperatura alta induce un incremento en la
concentración de T4 tanto al mediodía (25-300C) como a la medianoche (300C), estando de
acuerdo con el conocido efecto acelerador que las temperaturas altas tienen sobre la
metamorfosis de anfibios. La ausencia de modificaciones en la concentración de T
3 tras el
tratamiento podría indicar que la temperatura estaría afectando fundamentalmente a la
secreción de 174, como principal producto tiroideo, tal y como se ha demostrado en otros
vertebrados poiquilotermos (Licht eí al., 1989). De esta forma la temperatura alta estaría
induciendo un incremento en la secreción de T4 que alcanzaría valores máximos, sin afectar
a la desyodación periférica, y por tanto la proporción 173/174 descendería con respecto al
control. Por el contrario, la temperatura baja parece inducir un descenso de la secreción de
174 a niveles basales y tiende a aumentar la proporción T3/T4, lo que probablemente se deba
a un incremento mas notable de la vida media de la 173 (véase Dodd y Dodd, 1976). Otra
posibilidad seda que la temperatura baja provocara una activación de la desyodación
periférica principalmente nocturna, que determinaría la desaparición de los cambios
día/noche. A favor de esta propuesta se ha observado que el frío induce una activación de
la actividad 5’D en varios tejidos de mamíferos roedores (Scammel ci al., 1981; Silva y
Larsen, 1983; Guerrero cf aL, 1990).
Es interesante destacar que mientras que el grupo control mostró diferencias día/noche
tanto en 173 como en 174, con valores inferiores a la medianoche, el grupo tratado con calor
sólo presentó este tipo de variaciones en la concentración de 173 y el grupo tratado con frío
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no presentó variaciones diarias en ningún caso, luego la temperatura, y concretamente los
termociclos diarios (temperaturas normalmente más elevadas durante el día), podrían
desempeñar un papel en la regulación de los ciclos diarios de actividad tiroidea en larvas de
anuros. No obstante, otros factores endógenos y/o exógenos deben estar implicados, puesto
que los controles, que se mantuvieron a una temperatura constante (200C), presentaron
cambios día/noche en la concentración de HT.
Con relación al efecto crónico de la temperatura sobre los cambios diarios de HT en
adultos de R. pcrezi, resulta interesante destacar que, en verano, el grupo aclimatado a 5”C
es el único que presenta cambios día/noche en varios parámetros tiroideos, observándose
diferencias respecto al grupo aclimatado a 250C. Estas diferencias son debidas a la
temperatura de aclimatación per se en los casos de la proporción T
3/T4 plasmática y de la
FT3, o debidas a la interacción de este factor con la estación del año y el fotociclo diario en
el caso de la BT4. De manera similar en invierno el grupo aclimatado a 25
0C presenta
variaciones en el patrón diario de 173 plasmática. El hecho de que bajo las mismas
condiciones de temperatura y fotoperiodo un mismo grupo de aclimatación presente patrones
diarios de HT diferentes dependiendo de la estación indicaría que estas fluctuaciones diarias
reflejan la existencia de un verdadero ritmo endógeno. Por otra parte, en el estudio estacional
de los ciclos diarios los animales estaban en condiciones naturales de temperatura y por tanto
sometidos a fluctuaciones diarias de la misma (temperaturas nocturnas inferiores). Los niveles
plasmáticos de Hl en estos animales eran más bajos durante la noche, en consonancia con
el efecto de la temperatura sobre la actividad tiroidea que hemos observado tanto en larvas
como en adultos. Por tanto podemos afirmar que se produce un descenso de la secreción
tiroidea con la temperatura baja y un incremento de la misma inducido por la temperatura
alta. En el caso de los experimentos de aclimatación térmica la temperatura, alta o baja, se
mantenía constante a lo largo del fotociclo diario, de manera que en invierno el grupo
aclimatado a 250C presentaría temperaturas nocturnas anormalmente altas, siendo las
diferencias menos acusadas durante el día, en verano la situación sería similar.
Parece, por tanto, que la temperatura baja estaría provocando, también en adultos,
un descenso en la secreción de u, fundamentalmente de 174. No obstante, un aumento en
la degradación de la 174 plasmática no se puede descartar, si bien existen datos que indican
que las temperaturas bajas (60C) incrementan la vida media de las Hl en larvas de anuros
(véase Dodd y Dodd, 1976). Por otra parte, cuando comparamos los resultados obtenidos en
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los experimentos de aclimatación térmica en verano e invierno, observamos que el mismo
grupo de aclimatación presenta diferencias estacionales (valores generalmente superiores en
verano independientemente de la temperatura de aclimatación), lo que estaría indicando la
existencia de un ritmo estacional endógeno, ya que tanto la temperatura como el fotoperiodo
se mantenían constantes en las dos épocas del año. Por último, otra posibilidad a considerar
es que la glándula tiroidea presente períodos refractarios a la estimulación ejercida por
factores ambientales y/o endógenos, como ocurre en el caso de las gónadas (Rastogi e lela,
1980).
c) Papel de la alimentación.
Los resultados en cuanto a la influencia de la alimentación sobre la actividad tiroidea
en larvas de R. perezi indican que el ayuno (una semana) induce un descenso significativo
en la concentración de 173 al mediodía y a la medianoche, mientras que en el caso de la 174
sólo fue significativo a la medianoche, aunque los niveles medios diurnos también fueron
inferiores a los del grupo control.
Ciertos estudios realizados en peces ponen de manifiesto que la ingesta influye de
manera importante sobre la actividad del eje tiroideo. La actividad tiroidea de los salmónidos
muestra marcadas respuestas tanto crónicas como agudas al alimento. Las fluctuaciones
diarias de los niveles plasmáticos de 174 están determinadas por el aporte inmediato de
alimento, bien de manera directa, o indirecta a través de la interacción con las condiciones
fotoperiódicas. Los niveles circulantes de 173, sin embargo, se ven menos afectados por la
disponibilidad inmediata de nutrientes pero responde con más fuerza ante el estímulo
alimenticio a largo plazo, al menos en parte, mediante la regulación de la actividad 5’D
hepática (Eales, 1988).
Los trabajos dedicados al estudio del efecto de la alimentación en larvas de anfibios
son muy limitados y se han restringido en general a la descripción de los cambios en el grado
de desarrollo y crecimiento observados tras el ayuno o la ingestión de determinados alimentos
(véase Kaltenbach y Hagedorn, 1981). Posteriormente, en larvas de R. pipiens no se ha
observado un efecto del horario de alimentación sobre el desarrollo metamórfico (Wright ci
al., 1988a).
Nuestros datos concuerdan con trabajos previos que describían un efecto depresor del
ayuno sobre la metamorfosis de anuros (véase Kaltenbach y Hagedorn, 1981). Además,
mientras que los controles presentaron diferencias día/noche en la concentración de 174, con
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valores nocturnos más elevados, en el grupo de ayuno se mantienen los valores bajos en los
dos momentos del fotociclo diario. De manera que el ayuno en R. perezi desciende la
concentración de HT a niveles basales, actuando sobre la secreción de HT, como ha sido
previamente sugerido en vertebrados homeotermos (Groscolas y Leloup, 1989; Schróder ci
al., 1992), probablemente a nivel hipotalámico (Blake cl al., 1991) y/o hipofisario
(Rodríguez y John, 1991, Rodríguez el al., 1992), y sin afectar a la desyodación periférica
(la proporción T3/T4 no muestra diferencias con respecto a los controles en ningún caso). Sin
embargo, se ha descrito una inhibición de la 5’D como consecuencia del ayuno, tanto en
homeotermos (Mitchell y Raza, 1986; Aláez ci al., 1992) como en poiquilotermos (Shields
y Fales, 1986). También debemos considerar la posibilidad de que otros ejes endocrinos que
pueden interaccionar con el tiroideo se vean modificados por el ayuno. En este sentido, se
ha observado que la restricción de alimento incrementa los niveles de corticosteroides
(Murphy y Wideman, 1992), que a su vez podrían inducir una reducción de los niveles
plasmáticos de Hl (Vijayan y Lcatherland, 1989), así como alteraciones en la desyodación
periférica (Vijayan ci al., 1988).
La desaparición de las diferencias diarias en la concentración de 14 con el ayuno
podría indicar que la disponibilidad de alimento es importante para la expresión de los
cambios día/noche de la actividad tiroidea en larvas de R. perezi, induciéndonos a pensar que
el incremento nocturno observado en larvas premetamórficas podría estar relacionado con una
mayor actividad alimenticia durante esta fase del fotociclo diario (numerosos anuros tienden
a presentar patrones nocturnos de actividad, Foster y Roberts, 1982; Sinsch, 1984). Por otra
parte, debemos tener en cuenta que durante la metamorfosis la alimentación tiene una
importancia vital para el desarrollo normal de las larvas. El cese de la ingestión de alimento
que tiene lugar durante el clímax (véase Dodd y Dodd, 1976), podría explicar parcialmente
los cambios en el perfil del ciclo diario de HT observados en el estado XV TK en el presente
trabajo, debido a la proximidad de esta fase del desarrollo (XVIII-XXV 17K).
La realimentación no induce cambios en la concentración de Hl ni a las 2 ni a las 14
horas de producirse, manteniéndose valores de HT basales, similares a los del grupo de
ayuno, con lo que no parece que haya una respuesta inmediata de la actividad tiroidea al
alimento. Las Hl son esenciales en numerosos procesos de desarrollo y diferenciación,
concretamente en la maduración del cerebro (Gona, 1977), de modo que, debido al
pronunciado descenso que se produce en la concentración de Hl como consecuencia del
ayuno, es posible que se haya retrasado el desarrollo del eje neuroendocrino que, por tanto,
Función tiroidea en anfibios anuros Nl. DISCUSIÓN 273
no sería capaz de responder al estímulo alimenticio. Sin embargo, también debemos
considerar la posibilidad de que, a pesar de la disponibilidad de alimento, la ingestión no se
llevara a cabo.
En cuanto al efecto de la alimentación sobre el eje tiroideo de adultos de R. perezí,
parece que no se produce una respuesta inmediata de la actividad tiroidea ante la ingestión
de una única comida tras una semana de ayuno. En salmónidos se ha observado que el ayuno
(3 días) anula las fluctuaciones diarias de los niveles plasmáticos de T3 y 174 (Eales et al.,
1981). Esta posibilidad de que la alimentación influya sobre los cambios diarios de la
actividad tiroidea en adultos de R. perezi no parece probable, ya que incluso los animales que
habían sido mantenidos en condiciones de ayuno durante una semana muestran cambios
temporales de la concentración de 173 y de la relación 173/174 en plasma, que además no se
vieron modificados significativamente tras la ingestión de alimento. De acuerdo con nuestros
resultados, en R. ridibunda, especie que presenta una estrecha relación filogenética con R.
perezí, tampoco se ha observado un efecto de la alimentación sobre los cambios diarios de
la función tiroidea (Kúhn cl al., 1983).
Sin embargo, observamos una tendencia al aumento de la relación T3/174 que se atenúa
con el tiempo y que podría estar indicando una activación de la desyodación periférica, como
se ha observado en otros vertebrados poiquilotermos (véase Eales, 1988). En este sentido,
se ha observado un incremento en la desyodación periférica de 174 a las cuatro horas de la
realimentación tras 6 días de ayuno en trucha (S. gairdncri, Flood y Bales, 1983). Más
recientemente, se ha descrito un incremento de los niveles plasmáticos de T4, pero no de T3,
a las dos horas de la ingestión de una única comida tras un período de 3 días de ayuno en
otra especie de trucha (Oncorhynchus mykiss, Himick y Bales, 1990). Sin embargo, esta
respuesta de la T~ plasmática sólo se observó en individuos con un determinado peso corporal
que habían consumido una cantidad de comida superior al 0,38% de su peso. Por otra parte,
parece que la elevación postpandrial de los niveles plasmáticos de 174 se debería a una mayor
secreción tiroidea de esta hormona inducida por la elevación de los niveles de glucosa en
sangre (Himick y Bales, 1990). En nuestro laboratorio, hemos observado que el ayuno
moderado (2 días) en C. auralus y el ayuno prolongado (una semana) en Tinca tinca
provocan un descenso paralelo de los niveles plasmáticos de glucosa y de HT, que es
revertido a las 4 h de la realimentación en T. tinca (De Pedro ci’ al., 1994b). También se ha
descrito un efecto estimulador de la glucosa sobre la actividad 5’D tipo 11 in vitro (Gavin cl
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al., 1990). En nuestro estudio la glucosa plasmática no se modificó significativamente tras
la realimentación de una cantidad de comida equivalente al 1 % del peso corporal, lo que
podría explicar la falta de cambios en la concentración plasmática de 174. Por otra parte,
incluso tras 18 meses de ayuno los niveles de glucosa en plasma sólo descienden a la mitad
en R. esculenta (véase Blíer y Guderley, 1986).
Quizás esta relativa falta de efecto del estado nutricional sobre la función tiroidea de
los anfibios posea un significado adaptativo, ya que los anfibios están sujetos a largos
períodos de ayuno durante la hibernación y sin embargo son capaces de mantener niveles
relativamente altos de HT en plasma durante este período (Kñhn cl al., 1983, 1984b; Tasaki
eí aL, 1986), al igual que ocurre en pingúinos, aves muy bien adaptadas a períodos
prolongados de ayuno en la naturaleza (Groscolas y Leloup, 1986).
Será necesario realizar más estudios para intentar aclarar si las variaciones
ontogénicas, diarias y estacionales de la actividad tiroidea en anfibios están bajo la influencia
de otros componentes del sistema endocrino y/o si los diferentes ritmos hormonales están
regulados por las mismas señales ambientales, fundamentalmente fotoperfodo y temperatura,
compartiendo algunas características en el proceso de integración.
Como hemos visto, las interrelaciones de los ejes tiroideo y gonadal son complejas.
En esta Memoria hemos barajado constantemente la posibilidad de que el sistema de la MEL
esté implicado en la regulación de estos dos ejes en R. perezi. Con anterioridad se ha
observado un gran paralelismo entre las acciones de la MEL sobre las funciones gonadal y
tiroidea en mamíferos (véase Vriend, 1983a,b). Recientemente se ha sugerido que una misma
señal coordina la secreción pulsatil de las células gonadotrópicas y tirotrópicas de la hipófisis
(Samuels ej al., 1990), así como la posibilidad de que un mismo mecanismo ligue las
alteraciones circadianas de actividad producidas por el estradiol y el estado tiroideo
(McEachron et al.. 1990). Los organismos multicelulares son multiosciladores, es decir
poseen más de un reloj o marcapasos interno, surgiendo la necesidad de un acoplamiento de
los mismos. Se ha sugerido que las áreas que están implicadas en la organización circadiana
y circanual de los vertebrados son fundamentalmente tres: la glándula pineal, el núcleo
supraquiasmático y los ojos (véase IJnderwood, 1990). También el pliegue intergeniculado,
que recibe proyecciones retinales y posee proyecciones eferentes al núcleo supraquiasmático
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y el hipotálamo, ha sido implicado en el control de ritmos circadianos, habiéndose localizado
recientemente en R. pipiens (Montgomery ci’ al., 1991). El ritmo diario y estacional de
secreción de MEL puede ser el mecanismo por el que la glándula pineal, y posiblemente los
ojos, se comunica con el resto del sistema circa, de manera que la MEL diaria teóricamente
podría, no sólo sincronizar los relojes internos, sino ejercer un control de fase sobre ellos
de manera que los ritmos controlados por estos relojes ocurran en el momento apropiado.
En resumidas cuentas, la glándula pineal y los ojos, a través de la MEL, parecen
actuar como relojes internos, sincronizando varios ritmos para crear un orden temporal
adecuado. Los glucocorticoides también parecen actuar en este sentido, pero en tanto en
cuanto las glándulas adrenales en sí mismas pueden ser marcapasos ligados a la
disponibilidad de alimento y a la aparición de factores estresantes de forma periódica, los
glucocorticoides también pueden ejercer un considerable control independiente sobre
determinados ritmos. Las hormonas tiroideas y los estrógenos parecen afectar al grado de
acoplamiento entre los distintos osciladores, aunque en direcciones opuestas (McEachron y
Schull, 1993).
Por otra parte, la actividad del sistema neuronal del CRF en mamíferos, que controla
las respuestas endocrinas al stress (véase Owens y Nemeroff, 1991), es muy sensible a
variaciones del medio ambiente (Rivier y Plotsky, 1986). Por ejemplo, se ha demostrado que
la estimulación luminosa produce una liberación de CRF, como lo indica su desaparición de
la eminencia media (véase Feldman y Weidenfeld, 1993). Esta respuesta es un ejemplo
importante de la transducción que el sistema neuroendocrino realiza de la información
ambiental externa en una respuesta fisiológica. Como ya hemos citado con anterioridad, la
MEL, tanto de origen pineal como ocular, es fundamentalmente un mensajero químico que
integra la información ambiental regulando funciones cíclicas en los vertebrados (Reiter,
1991c). Uno de los precursores en la síntesis de MEL es la serotonina (5-HT), que está
implicada probablemente en la regulación de la producción rítmica de MEL ocular en R.
pcrezi (Delgado el al., 1993; Alonso-Gómez ci al., 1993). Existen bastantes evidencias que
ponen de manifiesto la existencia de interacciones, de importancia en los procesos
adaptativos, entre los sistemas serotoninérgicos centrales y el eje adenohipofisario en
mamíferos (véase Chaouloff, 1993), de forma que se ha demostrado, por ejemplo, que
agonistas de la 5-HT inducen incrementos en la liberación de ACTH hipofisaria inducida por
CRF in viíro (Calogero cl al., 1993) y que la activación de los receptores hipotalámicos de
serotonina del tipo 5-HTIA induce liberación de CRE (Pan y Gilbert, 1992). En conclusión,
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existe la posibilidad de que en anfibios, larvarios y adultos, los sistemas del CRF y de la
MEL estén implicados conjuntamente en la transducción de la información ambiental y/o
endógena en una respuesta endocrina que sincronizaría la fisiología del animal con el medio
externo.
En resumen, la actividad tiroidea de R. perezí presenta cambios diarios, que surgen
en la premetamorfosis, y cambios estacionales. La regulación endógena del eje tiroideo
cambia con la transformación de la larva en adulto, incluyendo las interacciones con otros
ejes neuroendocrinos, si bien la influencia de los distintos factores ambientales parece ser
similar. En el siguiente esquema hemos tratado de representar de una manera simplificada










NSQ, núcleo supraquiasmático; N, neuronas; NNS, neuronas neurosecretoras, NT,
neurotransmisores, PD, pars distalis; CC, corticosterona; ALD, aldosterona. Las flechas
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- La evolución del contenido total de hormonas tiroideas a lo largo de la ontogenia de R.
pcrczi es similar a la descrita fundamentalmente en plasma de otras especies de anuros
mostrando valores crecientes según se aproxima el clímax metamórfico acompañados de un
incremento en la desyodación periférica. Existen hormonas tiroideas en estados embrionarios
que podrían ser de origen materno. Además, en base a los cambios que experimenta el
tamaño corporal a lo largo del desarrollo, es fundamental en este tipo de estudios analizar
la evolución tanto de la concentración como del contenido total de hormonas tiroideas.
- La actividad tiroidea en larvas de R. perezi muestra un perfil rítmico desde la fase de
premetamorfosis, aunque con anterioridad podrían producirse cambios día/noche en la
utilización y/o degradación de hormonas tiroideas. Los ritmos día/noche de hormonas
tiroideas en larvas de R. perezí podrían estar sincronizados por factores ambientales
(temperatura y comida) y/o endógenos (esteroides gonadales) que podrían ser integrados por
el sistema de la melatonina.
- El CRF desempeña un papel clave en la regulación del eje tiroideo durante la
prometamorfosis de R. perezi, actuando probablemente a nivel hipofisario estimulando la
liberación de TSH.
- La melatonina nocturna es necesaria para la expresión del patrón diario de hormonas
tiroideas y, además, podría tener un efecto estimulador sobre la actividad tiroidea y gonadal
durante la metamorfosis de R. perezi, mientras que la naturaleza de sus acciones podría verse
modificada en el adulto. Así, la melatonina podría ejercer una acción antitirotrópica en
individuos adultos de R. perezi dependiendo de la estación y del estado gonadal de los
animales. Al igual que en las larvas, parece ser necesaria como indicador de la fase oscura
del fotociclo diario, para el funcionamiento normal del eje tiroideo. Probablemente la
melatonina actúa sobre la actividad tiroidea afectando a la secreción y/o metabolismo de las
hormonas tiroideas.
- Los esteroides gonadales ejercen una acción inhibidora sobre la actividad tiroidea de larvas
prometamórficas de R. perezí, pudiendo estar este efecto mediado por cambios en los niveles
de melatonina. A su vez, el desarrollo gonadal parece ser estimulado por la actividad
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tiroidea, concretamente por la 173, apoyando el papel predominante de esta hormona frente
a la 174, y por tanto la importancia de la desyodación periférica en la determinación de los
sucesos metamórficos.
- En individuos adultos de R. perezi existe un ritmo diario de la actividad tiroidea que
además muestra perfiles diferentes dependiendo de la estación anua], lo que podría sugerir
cambios estacionales en el perfil diario de la producción de TSH. Asimismo, el momento del
fotociclo diario afecta directamente a los niveles plasmáticos de T3~ indicando cambios en la
desyodación periférica. La interacción de fotoperíodo y temperatura podría estar influyendo
sobre los cambios estacionales de la actividad tiroidea diaria en adultos de R. perezí. La
disponibilidad de alimento no parece ser importante en la determinación de los ciclos diarios
de actividad tiroidea. Existe un ritmo estacional de la actividad tiroidea en machos y hembras
de R. perezi, que además presenta diferencias sexuales, fundamentalmente durante el período
primavera-verano cuando la actividad tiroidea es máxima, y que afectan al patrón de
secreción de la glándula.
- El perfil estacional de actividad tiroidea en individuos adultos de R. pcrezi parece
superponerse al desarrollo gonadal estacional, con un ligero desplazamiento en el tiempo, que
podría explicarse parcialmente en base a las interacciones de estos dos ejes neuroendocnnos.
- La acción de los estrógenos sobre la actividad tiroidea de hembras de R. perczi parece
producirse a nivel central, en base a los resultados obtenidos en los experimentos in vitro,
aunque un efecto periférico afectando al metabolismo de las hormonas tiroideas no puede
descartarse. Por el contrario, el efecto de las hormonas tiroideas sobre la actividad gonadal
de hembras de R. perezi se produce, al menos en parte, de forma directa a nivel ovárico.
- La regulación ambiental del eje tiroideo en R. perczi es similar en larvas y adultos. Las
condiciones extremas de iluminación parecen afectar a la secreción y/o desyodación de
hormonas tiroideas, aunque la temperatura ejerce un efecto más importante sobre la actividad
tiroidea afectando fundamentalmente a la secreción de 174. En cuanto al alimento no se
produce una respuesta inmediata de la actividad tiroidea al estímulo alimenticio.
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